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Einleitung

| Einleitung

Chronisch-entziindliche Enteropathien des Hundes sind mit einem hohen Leidensdruck fiir Tier
und Mensch verbunden und sind ein haufiger Vorstellungsgrund in der tierarztlichen Praxis. Oft
treten neben chronisch intermittierendem bzw. persistierendem Durchfall und/oder Erbrechen
zusatzliche Symptome wie abdominale Schmerzen, Inappetenz, Gewichtsverlust sowie
verminderte Aktivitat auf (Jergens 2004, Allenspach et al. 2007). Ursachlich fur die chronischen
gastrointestinalen Symptome kénnen sowohl primare (gastrointestinale), als auch sekundare
(extragastrointestinale) Erkrankungen sein (Hall und German 2010). Zu den primaren, nicht
infektiosen  chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen werden die Futter-responsive
Enteropathie (FRE), die Antibiotika-responsive Enteropathie (ARE) und die Inflammatory Bowel
Disease (IBD) gezahlt, die anhand ihres Ansprechens auf eine bestimmte Therapie eingeteilt
werden (Allenspach und Gaschen 2003, Hall und German 2010, Volkmann et al. 2017). Neuere
Therapieansatze beinhalten alternativ zum urspringlichen Antibiotikaeinsatz die Modulation des
gastrointestinalen Mikrobioms mittels probiotischer Substanzen (Cerquetella et al. 2020).

Die Diagnostik und Therapie sind in der Regel langwierig und erfordern ein hohes Maf an
Besitzer-Compliance. Die Diagnostik ist zumeist schwierig und kann oft nur Gber den Ausschluss
anderer Ursachen erfolgen (Allenspach und Gaschen 2003). Dazu zahlen unter anderem
entziindliche, infektidse oder neoplastische Erkrankungen sowie Erkrankungen des exokrinen
Pankreas, der Leber oder Nieren und Endokrinopathien (Westermarck 2008).

Der Schweregrad der Erkrankung kann sowohl initial als auch im Therapieverlauf anhand
klinischer Parameter und der Verwendung etablierter Scores (Canine Inflammatory Bowel
Disease Activity Index, kurz CIBDAI und Canine Chronic Enteropathy Activity Index, kurz
CCECAI) bestimmt werden (Jergens et al 2003, Allenspach et al 2007). Allerdings ist es schwer,
mit Hilfe dieser Parameter eine prognostische Aussage zu treffen.

Daher ist es das Bestreben diverser Studien, Biomarker zu identifizieren, mit denen ein Monitoring
sowie die frihzeitige Differenzierung der chronisch-entziindlichen Enteropathien des Hundes
maoglich sind. Dies ware im Hinblick auf Diagnose, Therapie und Prognose von grof’em Vorteil.
Zudem kann die Messung ausgewahlter Biomarker eine minimalinvasive und kostengunstige
Alternative zu gangigen diagnostischen Methoden darstellen. Verschiedene Parameter auf
Proteinbasis wurden bereits in Kot und Serum untersucht und waren bei Hunden, die an IBD
leiden, im Vergleich zu gesunden Kontrollhunden verandert. Zu diesen Markern gehoren u.a.
S100A12, Calprotectin, N-Methylhistamin und das C-reaktive Protein (Steiner 2014). Bis zum
aktuellen Zeitpunkt liegen nur wenige Studien zum Vergleich oder der Kombination dieser
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Biomarker vor.

Ziele dieser prospektiven Studie waren, mehrere ausgewahlte Biomarker sowohl im Blut als auch
im Kot von Hunden mit chronisch-entziindlichen Enteropathien diatetischen und idiopathischen
Ursprungs zu bestimmen und jene Marker zu identifizieren, die allein oder in Kombination von

diagnostischem und /oder prognostischem Nutzen sein kénnten.
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Il Literaturuibersicht

1 Definition chronische Enteropathie und das Leitsymptom Durchfall

Der Begriff Enteropathie beschreibt eine Erkrankung des Magen-Darm-Traktes, wobei die
Unterscheidung von akuten und chronischen Stérungen fir die weitere Abklarung und Therapie
notwendig ist (Hall und German 2010). Im Rahmen einer chronischen Erkrankung des Darmes
kénnen sowohl intermittierende als auch persistierende Symptome auftreten. Diese missen zwei
bis drei Wochen bestehen, um als chronische Enteropathie zu gelten (Westermarck 2008, Willard
2010).

Die haufigsten Symptome akuter und chronischer Enteropathien sind Durchfall und/oder
Erbrechen (Hall und German 2010). Durchfall (lat. Diarrhoe) ist definiert als der Ubermafige
Verlust fakalen Wassers durch eine verminderte intestinale Absorption und/ oder eine erhdhte
intestinale Sekretion (Hall und German 2010). Oft kommen eine erhdhte Kotabsatzfrequenz, ein
groReres Kotvolumen oder eine verminderte Kotkonsistenz vor (Hall und German 2010, Marks
2013). Die Beschaffenheit, die Absatzfrequenz, das Volumen des Kotes und zusatzliche klinische
Merkmale wie Schleim- oder Blutbeimengungen kdénnen zudem bei der Lokalisation der
gastrointestinalen Erkrankung behilflich sein (Allenspach und Gaschen 2003, Marks 2013).
Grundsatzlich kénnen zwischen Erkrankungen des Magens, Dinndarms und Dickdarms
unterschieden werden, wobei auch Mischformen vorkommen kénnen (Allenspach 2010, Willard
2010). Klinische Anzeichen fir eine Erkrankung des Dunndarms sind stark erhdhtes Kotvolumen,
Gewichtsverlust sowie Erbrechen. Eine erhdhte Kotabsatzfrequenz mit zum Teil schleimigen oder
blutigen Beimengungen, Dyschezie, Tenesmus und ein geringes Kotvolumen weisen eher auf
eine Dickdarmproblematik hin (Willard 2010). Die Kenntnis vom Sitz der Erkrankung ist
entscheidend, um die Vielzahl der maoglichen Differentialdiagnosen chronisch-entziindlicher
Enteropathien eingrenzen zu kénnen. Das Vorhandensein von Durchfall deutet auf eine intestinale
Erkrankung primaren oder sekundaren Ursprungs hin. Jedoch kann eine intestinale Erkrankung
durch das Fehlen von Durchfall nicht ausgeschlossen werden (Hall und German 2010).

Zu den primaren Ursachen einer chronischen Enteropathie gehdren beispielsweise entziindliche,
infektidse, neoplastische und mechanische Erkrankungen. Die sekundaren Ursachen umfassen
unter anderem Erkrankungen des exokrinen Pankreas, der Leber oder Nieren sowie
Endokrinopathien (Westermarck 2008). Am haufigsten werden primare gastrointestinale
Enteropathien diatetischen bzw. idiopathischen Ursprungs diagnostiziert (Allenspach und
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Gaschen 2003, Allenspach et al. 2007, Kihn 2012, Baumgart et al. 2014, Volkmann et al. 2017).
Diese werden unter dem Begriff chronisch-entziindliche Enteropathien zusammengefasst und
entsprechend ihres Ansprechens auf eine bestimmte Therapie (Diat, Antibiotika,
Immunsuppressiva) in  Futter-responsive  Enteropathien (FRE), Antibiotika-responsive
Enteropathien (ARE) und Immunsuppressiva-responsive Enteropathie/ Inflammatory Bowel
Disease (IRE/IBD) eingeteilt (Allenspach und Gaschen 2003, Hall und German 2010, Erdmann
und Heilmann 2017).

Die Ubergange zwischen den genannten diatetischen und idiopathischen Enteropathien sind
mitunter flieRBend, wodurch die Diagnostik und die Einschatzung der Prognose dieser
Erkrankungen erschwert ist. Die drei Krankheitsgruppen (FRE, ARE und IRE/IBD) sollen im
Folgenden beschrieben werden.

2 Auspragung und Formen der chronisch-entziindlichen Enteropathien

des Hundes

2.1 Definitionen und Nomenklatur

2.1.1 Definition und Nomenklatur der Futter-responsiven Enteropathie

Die Futter-responsive Enteropathie (FRE) ist eine Nahrungsunvertraglichkeitsreaktion mit daraus
resultierenden gastrointestinalen Symptomen. Der Begriff Nahrungsunvertraglichkeitsreaktionen
(adverse food reactions, AFR) beschreibt eine abnorme klinische Reaktion nach der Aufnahme
eines Futtermittels oder eines Futtermittelzusatzstoffes (Hillier und Griffin 2001). Im Falle einer
FRE ist der Hauptsitz dieser Reaktion der Magendarmtrakt. Uber die Ingestion eines Futtermittels
und die darauffolgende Interaktion mit einem biologischen ,Verstarkersystem® kommt es zur
Entstehung einer Entziindung. Daraus resultieren klinische gastrointestinale Anzeichen wie
Durchfall und Erbrechen (Kniker 1987, Guilford 1996a, Guilford et al. 2001, Cianferoni und Spergel
2009). Das biologische ,Verstarkersystem* kann je nach auslésendem Agens aus Teilen des
angeborenen oder erworbenen Immunsystems, der Arachidonsaurekaskade, dem
Komplementsystem, verschiedenen Kininarten oder der Chemotaxis von Phagozyten bestehen
(Guilford 1996a).

Die Ursachen einer FRE sind Futtermittelintoleranzen und Futtermittellallergien (Hillier und Griffin
2001, Verlinden et al. 2006). Die Europaische Akademie fir Allergologie und Klinische

Immunologie (EACCI) erklarte im Jahre 1995, dass Nahrungsunvertraglichkeitsreaktionen in der
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Humanmedizin in immunologische (Nahrungsmittelallergie) und nicht-immunologische
(Nahrungsmittelintoleranz) Ursachen unterteilt werden (Bruijnzeel-Koomen et al. 1995). Diese
Einteilung wurde auch auf die Veterinarmedizin Ubertragen (Guilford 1996a, Verlinden et al. 2006).
Futtermittelallergien sind definiert als wiederholbare Reaktionen auf Futtermittelbestandteile mit
einer entsprechenden immunologischen Reaktion (Allenspach und Gaschen 2003, Cianferoni und
Spergel 2009). Die Hauptfuttermittelantigene sind Glykoproteine mit einer MolekulgréRe von
10.000 bis 60.000 Dalton. Sie sind stabil gegenlber Hitze, Sduren und Proteasen (Sampson und
Burks 1996). Nach dem ersten Kontakt mit einem Allergen kommt es bei einer Futtermittelallergie
zur Sensibilisierung (Hall 2002). Es wird zwischen einer IgE- vermittelten (sofortige
Hypersensitivitdt bzw. Anaphylaxie und intermediare Hypersensitivitdt) und einer nicht IgE-
vermittelten Reaktion (verzégerte Hypersensitivitat, Typ Il und IV- Spatreaktionen) unterschieden
(Sampson 1995).

Im Gegensatz dazu kann bei einer Futtermittelintoleranz keine immunologische Reaktion
nachgewiesen werden (Allenspach und Gaschen 2003, Cianferoni und Spergel 2009). Daher
kénnen die Symptome schon nach der Erstexposition auftreten (Hall 2002). Die
Futtermittelintoleranzen werden in Futtermittelvergiftung, Futteridiosynkrasie, pharmakologische
Reaktionen auf Futter und metabolische Reaktionen auf Futter unterteilt (Guilford 1996a). Die
Futtermittelintoxikationen kénnen nach Gaschen und Merchant (2011) auch eine eigenstandige
Gruppe darstellen. Die klinischen Symptome lassen keine Unterscheidung zwischen
Futtermittelallergie und Futtermittelintoleranz zu. Daher wurde als Uberbegriff der Begriff
~Futter(mittel)-responsive Enteropathie” (Food responsive enteropathy (FRE)) eingefuhrt (Guilford
et al. 2001, Allenspach et al. 2007, Hall und German 2010, Gaschen und Merchant 2011). Hunde,
deren klinische Symptomatik sich durch die Futterung einer Eliminationsdiat merklich verbessert,

werden in diese Gruppe eingeteilt (Guilford et al. 2001, Hall und German 2010).

2.1.2 Definition und Nomenklatur der Antibiotika-responsiven Enteropathie und neuere
Ansatze

Chronischer Durchfall ohne bekannte Ursache, der sich durch die Gabe von Antibiotika bessert,
wird als Antibiotika-responsive Enteropathie (ARE) bezeichnet (Hall und Simpson 2000, German
et al. 2003a, German et al 2003b, Hall 2011). Das Antibiotikum wird meistens als zweites
Therapeutikum eingesetzt, wenn das Ansprechen des Patienten auf die Diat ungenigend war
oder die Futterumstellung zu keiner Besserung der Symptomatik fuhrte (Dandrieux 2016). Die
ARE zahlt wie die IRE/IBD zu den idiopathischen Erkrankungen des Magen-Darm-Traktes (Fogle

und Bissett 2007). Eine eindeutige Ursache fur die klinischen Symptome wird zumeist nicht
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gefunden. In der alteren Literatur wurde fir diese Erkrankung der Begriff SIBO (small intestinal
bacterial overgrowth) genutzt (Batt 1982, Simpson 1982, Johnston 1999). Da es beim Hund aber
nicht, wie urspringlich angenommen, zu einer Erhéhung der absoluten Bakterienzahl im Darm
kommt, sondern zu einer Verschiebung der Anteile der verschiedenen Bakterien (Suchodolski et
al. 2012a), wird der Begriff so nicht mehr verwendet (Hall und Simpson 2000, German et al. 20033,
German et al. 2003b). Aktuell wird die Veranderung des Mikrobioms im Darm mit einer
verminderten Diversitat der verschiedenen Bakterienarten und einer Anreicherung von
proinflammatorisch wirkenden Mikroorganismen, als Ursache vermutet (Xenoulis et al. 2008,
Allenspach et al. 2010, Suchodolski et al. 2012b, Honneffer et al. 2014, Minamoto et al. 2019).
Die ARE kann zudem sekundar zu anderen Erkrankungen wie einer exokrinen
Pankreasinsuffizienz oder IBD auftreten (Allenspach und Gaschen 2003, Fogle und Bissett 2007).
Fraglich ist, ob die ARE eine frihe Form der IBD darstellt (German et al. 2000a, German et al.
2001, Fogle und Bissett 2007).

Obwohl die Antibiotika-responsive Enteropathie einen Teil der klinischen Klassifizierung der
chronischen Enteropathien des Hundes darstellt, wird der Einsatz von Antibiotika aktuell
kontrovers diskutiert (Dandrieux und Mansfield 2019, Cerquetella et al. 2020). So gibt es bis auf
einige Studien zum Einsatz von Tylosin (Westermarck et al. 2005, Kilpinen et al. 2011, Kilpinen et
al. 2014, Kilpinen et al. 2015) nur wenig Daten zum klinischen Nutzen bei Hunden mit chronisch-
entzindlichen Enteropathien, mit einer schwachen Evidenz (Makielski et al. 2019). Der Einsatz
von Metronidazol wurde zwar in verschiedenen Studien untersucht, aber oft handelte es sich um
eine Kombinationstherapie mit einer Diat und oder anderen Medikamenten (z.B. Glukokortikoiden)
(Jergens et al. 2010, Rossi et al. 2014). Daher ist fraglich, ob Metronidazol allein zum klinischen
Ansprechen gefuhrt haben konnte (Makielski et al. 2019).

Generell scheint die Langzeitprognose nach einer antibiotischen Behandlung nicht sehr gut zu
sein (Allenspach et al. 2016, Dandrieux und Mansfield 2019). So vermuten verschiedene Autoren,
dass eine Beeinflussung des Mikrobioms das klinische Outcome von Hunden mit chronisch-
entzindlichen Enteropathien verbessern konnte (Dandrieux und Mansfield 2019, Makielski et al.
2019, Cerquetella et al. 2020). So wurde in Onlineseminaren schon der Begriff Probiotika-

responsive Enteropathie (PRE) genutzt (Neiger 2019, Neiger 2020).

2.1.3 Definition und Nomenklatur der Immunsuppressiva-responsiven Enteropathie/
Inflammatory Bowel Disease
Hunde mit immunsuppressiva-responsiver Enteropathie (IRE) zeigen keine vollstandige klinische

Besserung unter Futterumstellung oder antibiotischer Therapie. Erst die Gabe immunsuppressiver
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Medikamente fihrt zu einer Verbesserung der Symptomatik. Haufig wurde hierflir der Begriff
.inflammatory bowel disease“ (IBD) benutzt. Die ,chronisch-entziindliche idiopathische
Enteropathie“ (IBD) kann mit intermittierenden oder persistierenden gastrointestinalen
Symptomen einhergehen. Die Entziindung kann in jedem Abschnitt des Magendarmtrakts
vorkommen. Charakteristisch sind entziindliche Infiltrate der Magendarmschleimhaut (Jergens et
al. 1992, Guilford 1996¢, Allenspach und Gaschen 2003, Jergens und Simpson 2012). Einige
Autoren beschreiben die Krankheitsbezeichnung IBD beim Hund als ungenau, da verschiedene
Formen der chronischen Enteropathie mit entziindlichen Veranderungen einhergehen kbnnen und
das unterschiedliche Ansprechen auf verschiedene Therapiekonzepte nicht genligend
hervorgehoben werden konnte (Dandrieux 2016, Erdmann und Heilmann 2017).

Bei der immunsuppressiven Therapie handelt es sich meist um Steroide (Prednisolon). Daher
wurde der Begriff Steroid-responsive Enteropathie (SRE) eingefuhrt (Dandrieux 2016). Einige
Hunde, die mit immunsuppressiven Medikamenten behandelt werden, sprechen nicht auf die
Medikation an oder zeigen eine erneute Verschlechterung der Klinik nach wenigen Wochen bis
Monaten. In verschiedenen Studien kam es in 13-30% der Falle zu keiner adaquaten Besserung
der Symptome durch die Therapie (Craven et al. 2004, Allenspach et al. 2007, Craven et al. 2010,
Dye et al. 2013, Volkmann et al. 2017). Fur diese Patienten wurde der Terminus
Immunsuppressiva-refraktare bzw. Nicht-responsive Enteropathie (NRE) eingefihrt (Erdmann
und Heilmann 2017). Neoplastische Ursachen, wie das intestinale Lymphom, missen im Falle
eines Therapieversagens differentialdiagnostisch erwogen werden (Hall und German 2010), da
ein schlechtes klinisches Ergebnis meist mit einem Lymphom oder IRE assoziiert ist (Volkmann
et al. 2017). In der vorliegenden Studie wurde auf Grund des heterogenen Ansprechens auf die
Therapie in der Gruppe mit Immunsuppressiva-Gabe in dieser Schrift der Begriff IBD als
Uberbegriff fiir SRE/IRE und NRE genutzt.

2.2 Pravalenz

2.2.1 Pravalenz der Futter-responsiven Enteropathie

Die FRE scheint vor allem bei jungen Hunden aufzutreten (Hall und German 2005, Luckschander
et al. 2006, Allenspach et al. 2007, Kihn 2012). Bis auf die Glutenunvertraglichkeit des Irish
Setters konnte bisher keine Rasse- oder Geschlechtspradisposition fiir die FRE beschrieben

werden (Batt et al. 1984, Batt et al. 1987). Der Schweregrad ist meist milder als bei anderen



Literaturtbersicht

Formen der chronisch-entziindlichen Enteropathie (Allenspach et al. 2007, Hall und German
2010, Kuhn 2012, Uchida et al. 2016). Haufig kdnnen eine im Normbereich liegende
Albuminkonzentration und ein niedriger CCECAI-Score (Canine Chronic Enteropathy Clinical
Activity Index) nachgewiesen werden (Allenspach et al. 2007, Allenspach et al. 2016, Kawano et
al. 2016, Heilmann et al. 2018). Jungere Hunde mit milderen Krankheitsverlaufen und
Dickdarmproblemen scheinen eher in die Gruppe der FRE zu gehdren (Allenspach et al. 2007,
Volkmann et al. 2017). Kihn (2012) konnte jedoch keine Haufung der Dickdarmprobleme in der
FRE-Gruppe feststellen. In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass Uber die Halfte
bis Zweidrittel der Hunde mit chronischer Enteropathie eine FRE aufwiesen (Marks et al. 2002,
Allenspach et al. 2007, Mandigers et al. 2010, Kihn 2012, Baumgart et al. 2014, Allenspach et al.
2016, Kawano et al. 2016, Volkmann et al. 2017, Dandrieux et al. 2019).

2.2.2 Pravalenz der Antibiotika-responsiven Enteropathie

Von der Antibiotika-responsiven Enteropathie sind vor allem junge Hunde groRRer Rassen
betroffen (Allenspach et al. 2007, Allenspach et al. 2016, Volkmann et al. 2017). Besonders haufig
erkranken Deutsche Schaferhunde (Batt et al. 1983). Ursachlich fir diese Rassepradisposition
scheint ein verandertes T-Helferzellen (Th) 2- Zytokinmuster beim Deutschen Schaferhund zu
sein, ahnlich wie bei Menschen mit Colitis ulcerosa, welches zur Schadigung des Darmepithels
fuhrt (Peiravan et al. 2018). So zeigen Deutsche Schaferhunde mit chronischer Enteropathie
erniedrigte Interleukin (IL)- 13 und IL-33 Konzentrationen im Duodenum, im Vergleich zu
erkrankten Hunden anderer Rassen und gesunden Hunden (Kathrani et al. 2019).

Hunde mit ARE zeigen chronischen oder intermittierenden Dinndarmdurchfall und seltener
Kolitissymptome. In schweren Fallen kommt es zu Gewichtsverlust. Auch Polyphagie und
Koprophagie sowie Borborygmen sind beschrieben (Willard et al. 1994, Allenspach und Gaschen
2003). Nach Hall (2011) sind kleine Hunderassen selten betroffen.

2.2.3 Pravalenz der Inflammatory Bowel Disease

In einer Studie trat diese Form der chronischen Enteropathie gehauft bei kleinen Hunderassen
auf (West Highland White Terrier, Yorkshire Terrier, Dackel) (Allenspach et al. 2007). Andere
Veroffentlichungen zeigten ein gehauftes Auftreten der IBD bei Deutschen Schaferhunden oder
Rottweilern (Craven et al. 2004, Kathrani et al. 2011, Kihn 2012). Zumeist sind mittelalte bis alte
Hunde mit schweren Krankheitsverlaufen und Dinndarmproblemen betroffen. Diese Patienten
bendtigen immunsuppressive Therapie, um eine klinische Besserung zu erreichen (Allenspach et
al. 2007)
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Verschiedene Rassepradispositionen fiir bestimmte Formen der IBD sind bekannt. Die
immunproliferative Enteropathie der Basenjis und die Proteinverlustenteropathie des Soft-Coated
Wheaten Terriers wurden beschrieben (Breitschwerdt et al. 1982, Breitschwerdt et al. 1984,
Littman et al. 2000). Unter Proteinverlustenteropathie (Protein-Losing-Enteropathy (PLE)) versteht
man eine besonders schwerwiegende Form der chronischen Enteropathie, die durch
Proteinverlust in das Darmlumen gekennzeichnet ist. Ursachlich hierflir sind unter anderem der
intestinale Verlust proteinreicher Lymphe durch eine Lymphangiektasie oder der EiweilRverlust
infolge einer infiltrativen entzliindlich oder neoplastischen Darmerkrankung (Hall und German
2010, Erdmann und Heilmann 2017, Craven und Washabau 2019). Die héchste Pravalenz fir die
Entwicklung einer PLE haben Yorkshire Terrier, Border Collies, Deutsche Schaferhunde und
Rottweiler (Craven und Washabau 2019). Auch West Highland White Terrier zeigen ein besonders
hohes Risiko zur Entwicklung einer PLE durch Lymphangiektasie (Kimmel et al. 2000). Bei
pradisponierten Rottweilern scheint die Erkrankung mit einer schlechten Prognose einherzugehen
(Dijkstra et al. 2010)

2.3 Atiologie und Pathogenese

Die genaue Atiopathogense der chronisch-entziindlichen Enteropathien des Hundes ist komplex
und noch nicht abschlieRend geklart (Jergens und Simpson 2012). Sowohl eine genetische
Pradisposition als auch eine Dysregulation der angeborenen und erworbenen Immunantwort
sowie die kommensale Darmmikrobiota und Futtermittelantigene scheinen einen Einfluss auf die
Entstehung der Erkrankung zu haben (Allenspach et al. 2010, Jergens und Simpson 2012,
Suchodolski et al. 2012a, Suchodolski et al. 2012b). Es kommt zu einer unkontrollierten
Entziindung, die zu den klinischen Symptomen fuhrt (Dandrieux 2016). Verschiedene Studien
haben drei Komplexe ausgemacht, die maf3geblich an der Entstehung der Erkrankung beteiligt zu

sein scheinen (Jergens 1999, Hall und German 2010, Jergens und Simpson 2012):

1) eine intakte Darmschleimhaut mit Barrierefunktion gegeniiber Pathogenen und Antigenen

2) die kommensale Darmmikrobiota

3) eine adaquate Immunantwort

Da die Ubergénge der Pathogenese zwischen den drei hier beschriebenen Formen der chronisch-
entziindlichen Enteropathie mitunter flieRend sind, werden die Krankheitsgruppen FRE, ARE und
IBD im Folgenden gemeinsam beschrieben.
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2.3.1 Schutz vor Hypersensitivitat und die gastrointestinale Immunitat

Der Darm ist das gréfdte immunologische Organ des Korpers (Strobel 1995). Die Darmmukosa
stellt zudem die grofRte Oberflache des Korpers mit dauerhaftem Kontakt zur aulleren Umwelt dar.
Ihre Aufgaben beinhalten die Verarbeitung der aufgenommenen Nahrung und den Schutz des
Kérpers vor dem Eintritt pathogener Antigene (Chehade und Mayer 2005). Dieser Schutz wird
durch verschiedene, miteinander in Wechselwirkung stehende immunologische und nicht-
immunologische Komponenten ermdglicht.

Zu den nicht-immunologischen Mechanismen gehoéren: die intakte Schleimhautbarriere, die
Schleimschicht auf der intestinalen Mukosa (Glykokalyx), die effektive Verdauung grofRRer
Molekule, die Peristaltik und die Regulation der Bakterienzahl durch die intestinale Flora sowie
bakterizide gastrointestinale Sekretionen. Diese Mechanismen stellen einen wichtigen Schutz vor
Pathogenen dar (Guilford 1996b, Chehade und Mayer 2005). Zudem haben die Morphologie und
Funktionalitat der Enterozyten, die Effektivitat der Verdauung, die Qualitdt des Futters, das
Vorhandensein von Entziindungen, aber auch die Prasenz von Immunglobulin (Ig-)A einen
Einfluss auf die Absorption von Proteinen. Bei einer unzureichenden Verdauung von Proteinen
werden diese in grélere Polypeptide zerlegt. Diese besitzen weiterhin antigenetische Wirksamkeit
und kdnnen allergische Reaktionen auslésen (Guilford 1996a).

Die Penetration der Darmschleimhaut durch ein Antigen bewirkt eine immunologische Reaktion.
Die Mukosa muss zwischen pathogenen, zu bekampfenden und nicht pathogenen, tolerierbaren
Substanzen unterscheiden (Guilford 1996b, Hall und German 2010). Diese wichtige Funktion wird
vom darmassoziierten lymphatischen Gewebe (gut-associated lymphoid tissue, GALT)
Uubernommen. Es besteht aus den Peyerschen Platten, den aggregierten Lymphfollikeln in der
Mukosa, den in der Lamina propria gelegenen Lymphozyten und Plasmazellen, den
intraepithelialen Lymphozyten sowie den mesenterialen Lymphknoten (Chehade und Mayer 2005,
Gaschen und Merchant 2011). Das GALT soll den Korper vor feindlichen immunologischen
Reaktionen auf ein potentiell gefahrliches Antigen schitzen, sowie gleichzeitig frihe
Schutzmechanismen aktivieren, ohne dem Organismus zu schaden (Strobel 1995).

Auch die Uber die Nahrung aufgenommenen Proteine kénnen mittels Zerstorung ihrer
Konformation durch den pH-Wert der Magensaure und verschiedene Verdauungsenzyme in ihrer
immunogenen Aktivitat gestort werden. Dies fiihrt zu einer immunologischen Ignoranz gegentiber
diesen Partikeln. Wenn Proteine diese luminale Digestion Uberstehen, kommen sie mit dem
Darmepithel in Kontakt. Daraus folgt eine umfangreiche Antwort des mukosalen Immunsystems
(Chehade und Mayer 2005). Diese Immunantwort resultiert entweder in einer Sensitivitat oder

Toleranz gegentber dem Antigen. Die Toleranz gegentber einem gutartigen oder persistierenden
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Antigen fihrt zur Vermeidung einer Entziindung, die wiederum schadlich fiir den gesamten
Organismus sein kann. Antigen-Sensitivitat resultiert in der Eliminierung des Antigens (Guilford
1996b). Sollte einer dieser Prozesse beeintrachtigt sein, fihrt dies zu einer Pradisposition fir die
Entwicklung einer FRE (Strobel 1995, Verlinden et al. 2006). Der Schutz gegen eine
Hypersensivitat durch diatetisch aufgenommene Antigene ist daher multifaktoriell. Er besteht
neben der mukosalen Barriere und dem GALT auch aus der oralen Toleranz (Guilford 1996a,
Gaschen und Merchant 2011). Die orale Toleranz ist definiert als eine spezifische immunologische
Hyporesponsivitat nach einem primaren mukosalen bzw. enteralen Kontakt mit einem bestimmten
Antigen (Strobel 1995). Sie erfolgt nach der Ingestion von Futtermittelantigenen und wird vor allem
durch die Induktion von regulatorischen T-Zellen (Treg) in den mesenterialen Lymphknoten
vermittelt (Allenspach 2011). Die Antigene werden mit Hilfe sekretorischer IgA gebunden, welche
von aus B-Lymphozyten differenzierten Plasmazellen sekretiert werden (Allenspach und Gaschen
2003, Kennis 2006). Diese Komplexe aus IgA und Antigen passieren die intestinale Barriere und
werden uber die Leber in die Galle abgegeben (Kennis 2006). Die orale Toleranz ist nicht
angeboren, sondern entwickelt sich beim Hund, sobald Welpen beginnen, feste Nahrung

aufzunehmen (Verlinden et al. 2006).

2.3.2. Kommensale Darmmikrobiota und die addaquate Immunantwort

Frihere Studien gingen von einer Erhéhung der absoluten Bakterienzahl im Darm als auslésende
Ursache fur chronisch-entziindliche Enteropathien des Hundes aus (Batt 1982, Simpson 1982).
Eine Bakterienzahl von > 10° cfu/ml (colony forming units/ml, kolonieformende Einheiten/ml) aus
Duodenalsaft von Hunden mit Durchfall lie die Diagnosestellung SIBO (Small intestinal bacterial
overgrowth) zu. Dieser Referenzbereich deckt sich mit den in der Humanmedizin verwendeten
Werten (Batt et al. 1983).

Spatere Studien zeigten, dass die Anzahl von Bakterien im gesunden Hundedarm bei 10° cfu/ml
liegt. Anaerobe Bakterien kbnnen mit bis zu 108 cfu/ml vertreten sein (Willard et al. 1994, Johnston
1999). Daher sollte der Begriff SIBO nur fir Patienten mit einer nachgewiesen abnormal hohen
Anzahl an Bakterien im Duodenalsaft genutzt werden. ARE ist ein von SIBO abzugrenzender
Begriff. Die genaue Pathogenese der ARE ist nicht geklart. Sie beschreibt ein Ansprechen der
klinischen Symptomatik auf Antibiotikatherapie ohne eine zugrundeliegende Erhéhung der
Bakterienzahl (Johnston 1999, German et al. 2003a, German et al. 2003b, Hall 2011). Zudem
kénnen Bakterienzahlen nur schwer verlasslich bestimmt werden, ein Ansprechen auf eine
bestimmte Therapie kann damit nicht Gberwacht werden (German et al. 2000a, German et al.
2003a, German et al. 2003b).
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Aktuellere Hypothesen zur Entstehung von chronisch-entziindlichen Enteropathien beim Hund
gehen von einer veranderten Wirts-Bakterien-Interaktion aus (Hall 2011). So kommen eine
defekte Schleimhautbarriere, eine abnormale Schleimhautimmunitat, eine Veranderung der
Bakterienart im Darm (Dysbiose) oder eine Kombination dieser Veranderungen als mdgliche
Ausldéser in Frage (Johnston 1999, Hall 2011, Hall und German 2011). Beim besonders
pradisponierten Deutschen Schéaferhund konnte ein, deutlich von gesunden Hunden bzw. von
Hunden mit chronisch-entziindlichen Enteropathien anderer Rassen, abweichendes Mikrobiom
mit vorrangig Lactobacillales festgestellt werden (Allenspach et al. 2010). Hunde mit chronisch-
entziindlichen Enteropathien zeigten zudem Veranderungen der Bakterienvielfalt und -anzahl im
Dinndarm und Kot (Suchodolski et al. 2012a, Suchodolski et al. 2012b, Honneffer et al. 2014).
Ursachlich fur die Klinik sind auch weitere Bakterien-Wirt-Interaktionen und Mechanismen. Ein
Wettbewerb der intestinalen Bakterien um Nahrstoffe mit anschlieRender Dysbiose oder die
Zerstorung von Bilrstensaumenzymen der Darmmukosa, mit einem daraus resultierenden
gestdrten Verdauungsprozess, sind beschrieben (Hall 2011). Durch die Dekonjugation von
Gallensauren durch bestimmte Bakterien kommt es zu einer Stérung der Fettabsorption (German
et al. 2003b). Uber eine Hydroxylierung von Fettsduren wird in Kombination mit den
dekonjugierten Gallensduren die Kolonsekretion stimuliert (Hall 2011).

Weiterhin sind genetische Ursachen fiir die individuelle, abnormale Immunantwort gegeniber
kommensalen Bakterien beschrieben. Bei Hunden mit chronischen Enteropathien wurde eine
veranderte  Expression von bestimmten, in der Darmschleimhaut befindlichen
Oberflachenrezeptoren (u.a. Toll-like Rezeptoren (TLR-) 2,4,5 und 9) festgestellt (Burgener et al.
2008, Allenspach et al. 2010, McMahon et al. 2010). Diese Rezeptoren kénnen Mikroben-
assoziierte molekulare Muster (microbe-associated molecular patterns, MAMPSs) erkennen. Eine
Interaktion dieser hochregulierten Rezeptoren mit den kommensalen Bakterien kdnnte zur
Entstehung einer Entziindung beitragen (Burgener et al. 2008). Es konnte bei betroffenen Hunden
keine Veranderung der TLR-Anzahl nach Therapie, trotz klinischer Besserung, festgestellt
werden. Daher scheint eine genetische Pradisposition moéglich (Burgener et al. 2008). Die
Schaden der Burstensaumenzyme normalisieren sich unter antibiotischer Therapie. Somit kdnnte
fur die Entwicklung einer ARE und die damit einhergehende Durchfallsymptomatik die Art der
Bakterien und die daraus resultierende Schadigung der Darmschleimhaut wichtig sein (German
et al. 2003b, Hall 2011).

Auch eine IgA-Defizienz, ein relativer oder absoluter Mangel an IgA, tragt zur Pathogenese bei

und wurde erstmals beim Deutschen Schaferhund beschrieben (Whitbread et al. 1984, Batt et al.
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1991, Willard et al. 1994, German et al. 2000b, Littler et al. 2006, Olsson et al. 2014).
Sekretorisches IgA besitzt protektive Eigenschaften, da es die Anheftung von Pathogenen an die
Darmschleimhaut verhindert (Fubara und Freter 1973). Ursachlich fur die Defizienz ist
wahrscheinlich eine mangelhafte IgA-Sekretion innerhalb der Dunndarmschleimhaut (German et
al. 2000b). Der Ausloser flr diese Sekretionsstérung ist bisher nicht vollstdndig geklart.
Mdglicherweise ist die reduzierte Zahl an regulatorischen T-Zellen (Treg), die in verschiedenen
Studien bei Hunden mit IBD nachgewiesen wurde (Junginger et al. 2012, Volkmann et al. 2014),
an der Pathogenese des IgA-Mangels beteiligt. Tregs exprimieren hohe Konzentrationen
Retinsdure und transforming growth factor g (TGFp). Durch die Interaktion von Tregs mit B-Zellen
werden diese angeregt, sich zu IgA-produzierenden Plasmazellen zu differenzieren (T-Zell
abhangige IgA-Produktion) (Suzuki et al. 2007, Allenspach 2011). In verschiedenen Studien
untersuchte Hunde wiesen normale bis erhéhte Zahlen von mukosalen IgA-Plasmazellen auf (Batt
et al. 1991, German et al. 2000b, German et al. 2001). Da auch die Serum IgA-Konzentration im
Normalbereich lag, geht man von einem relativen Mangel der lokalen IgA-Sekretion aus (German
et al. 2000b, German et al. 2001). Eine erhdhte Anzahl von IgA-Plasmazellen in der
Darmschleimhaut bei erkrankten Schaferhunden und eine gesteigerte Expression von bestimmten
Zytokinen konnte fur eine immune Dysregulation sprechen. Damit verbunden kdnnte es zum
Verlust der Toleranz gegentber endogenen bakteriellen Antigenen kommen (German et al.
2000a). Zudem zeigten Hunde mit IgA-Defizienz eine Erhéhung der Bakterienzahl im Darm (SIBO)
(Batt et al. 1991, Willard et al. 1994). Unterstitzt wird diese Hypothese durch das Ansprechen auf
die antimikrobielle Therapie, da diese haufig auch immunmodulatorische Eigenschaften besitzt
(Hall 2011, Erdmann und Heilmann 2017).

Weiterhin wurde bei Hunden mit FRE mittels proteomischer Untersuchungen ein Protein, die
Immunglobulin J- Kette Isoform 1 (immunoglobulin J- chain isoform 1), im Kot festgestellt, welches
nicht bei gesunden Hunden nachgewiesen werden konnte. Die J- Kette verbindet IgA- Monomere
zu IgA- Dimeren und ist entscheidend fur deren Sekretion an Schleimhautschnittstellen.
Ursachlich fur das Vorkommen der J- Kette im Kot von Hunden mit FRE ist wahrscheinlich die
gesteigerte Aktivierung des Immunsystems und/ oder die Schleimhautzerstérung bei den
betroffenen Hunden (Cerquetella et al. 2019).

Bisher noch unbekannte Pathogene konnten ebenfalls eine Rolle bei der Entstehung der

chronisch-entzindlichen Enteropathie des Hundes spielen (Johnston 1999, Hall 2011).

Histologisch ist eine Unterscheidung zwischen FRE, ARE und IBD nicht méglich (Luckschander

et al. 2006, Allenspach et al. 2007, Heilmann et al. 2012). Die haufigsten histopathologischen
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Veranderungen sind lymphoplasmazellulare Infiltrationen der gastrointestinalen Schleimhaut
(Jacobs et al. 1990, Jergens et al. 1992, Munster 1995, Craven et al. 2004, Munster et al. 2006,
Jergens und Simpson 2012). Weiterhin kommen eosinophile, granulomatdse oder neutrophile
Infiltrationen, sowie Mischformen vor (Jergens und Simpson 2012). Hunde mit IBD zeigen
signifikant hohere IgG-Plasmazellen, CD3+T-Zellen, CD4+-Zellen sowie Makrophagen und
neutrophile Granulozyten in der Lamina propria der Darmschleimhaut. Die Anzahl der Mastzellen
ist im Vergleich zu den anderen Krankheitsgruppen (FRE/ARE) erniedrigt. Es wird vermutet, dass
die Veranderung des Zellmusters bei Hunden mit IBD die proinflammatorische Veranderung in
der Mukosa bedingen kdnnten (German et al. 2001). Einen Unterschied in der gesamten Zellzahl
oder der CD3+- Zellzahl bei Hunden vor und nach klinischer Remission konnte nicht
nachgewiesen werden. Daher scheinen CD3+ Zellen keinen grofien Einfluss auf die Schwere der
Erkrankung oder das Therapieansprechen zu haben (Schreiner et al. 2008).

Eine Studie mit 18 Hunden mit chronisch- entziindlicher Enteropathie untersuchte die
unterschiedliche Genexpression in Biopsien der Diinndarmschleimhaut im Vergleich zu gesunden
Kontrollhunden. Es konnten 1875 Gene identifiziert werden, die im Vergleich zwischen kranken
und gesunden Hunden unterschiedlich exprimiert wurden. Auch der Schweregrad der Erkrankung

hatte einen Einfluss auf die Genexpression (Wilke et al. 2012).

2.4 Klinik

2.4.1 Klinische Aktivitatsscores

Zur Beurteilung der klinischen Aktivitat der chronisch- entzindlichen Enteropathie des Hundes
und um den Therapieerfolg semiobjektiv einschatzen zu kdnnen, werden verschiedene
Krankheitsaktivitatsindizes (,Canine Inflammatory Bowel Disease Activity Index” (CIBDAI) und der
,Canine Chronic Enteropathy Clinical Activity Index“ (CCECAI)) bestimmt (Jergens et al. 2003,
Jergens 2004, Allenspach et al. 2007). Diese lassen anhand eines Punkte- Bewertungssystems
verschiedener klinischer Symptome wie Haufigkeit wvon Erbrechen, Kotkonsistenz,
Kotabsatzfrequenz, Gewicht, Appetit und Aktivitdt einen Rickschluss auf den Schweregrad der
Erkrankung, aber auch das Therapieansprechen zu (Jergens et al. 2003, Jergens 2004,
Allenspach et al. 2007). Im Falle des CCECAI werden auch noch die Parameter Aszites/Odeme,
die Albuminkonzentration im Serum und Juckreiz beurteilt (Allenspach et al. 2007). Sie
ermdglichen die Einteilung in klinisch nicht signifikante (CIBDAI < 3), milde (CIBDAI 4-5),
moderate (CIBDAI 6-8), oder schwere (CIBDAI = 9) Enteropathien (Jergens et al. 2003).
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2.4.2 Klinik der Futter-responsiven Enteropathie

Klinisch kann eine Futtermittelunvertraglichkeit mit gastrointestinalen und/oder dermatologischen
Symptomen einhergehen. Futterunvertraglichkeitsreaktionen kdénnen sich dabei im gesamten
Gastrointestinaltrakt manifestieren (Guilford 1996a). Chronischer Durchfall und oder Erbrechen,
sind dabei die haufigsten gastrointestinalen Symptome (Allenspach et al. 2007, Mueller und Olivry
2018). Auch eine erhdhte Kotabsatzfrequenz ist beschrieben (Paterson 1995, Johansen et al.
2017) sowie Flatulenzen und wechselnde Kotkonsistenz (Allenspach et al. 2007). Die betroffenen
Hunde zeigen haufig Anzeichen einer Dickdarmerkrankung (Allenspach et al 2007, Volkmann et
al. 2017) mit erhdhter Kotabsatzfrequenz, schleimigen Kotbeimengungen und/oder Hamatochezie
sowie Tenesmus (Paterson et al. 1995, Allenspach et al. 2007). Andere Studien zeigten, dass
Dunn- und Dickdarm als Lokalisation der Erkrankung gleichhaufig betroffen sein kdnnen (Kihn
2012). Kombinationen aus Symptomen des oberen und unteren Gastrointestinaltraktes sind
beschrieben (Luckschander et al. 2006). Die gastrointestinalen Symptome kénnen dabei auch
zeitverzdgert zur Allergenaufnahme auftreten (Guilford et al. 2001)

Juckreiz ist das Hauptsymptom bei dermatologischen Veranderungen (Kennis 2006). Auch ein
gemeinsames Auftreten gastrointestinaler Symptome und dermatologischer Veranderungen ist
beschrieben. Diese Kombination scheint jedoch nicht pathognomonisch fur eine
Futtermittelallergie zu sein (Verlinden et al. 2006). So konnte eine im Jahr 2018 verfasste
Literaturstudie zeigen, dass nur 19%- 27% der Hunde mit durch eine Futtermittelallergie
bedingten, dermatologischen Symptomen auch gleichzeitig gastrointestinale Symptome zeigten
(Mueller und Olivry 2018).

2.4.3 Klinik der Antibiotika-responsiven Enteropathie

Hunde mit ARE haben haufig chronischen oder intermittierenden Dinndarmdurchfall (Willard et
al. 1994, Allenspach und Gaschen 2003). Auch Kolitis-dhnliche Symptome kénnen auftreten.
Zudem zeigen die Hunde oft Polyphagie, seltener Koprophagie und Gewichtsverlust (Willard et
al. 1994, Hall 2011).

2.4.3.1 Granulomatose Kolitis

Die granulomatése Kolitis ist bisher die einzige chronisch-entziindliche Darmerkrankung, die auf
eine Besiedlung der Kolonmukosa mit pathogenen Keimen zurlckzufuhren ist. Diese durch
adharente und invasive E. coli- Bakterien ausgeldste Erkrankung tritt vor allem bei jungen Boxern
und Franzésischen bzw. Englischen Bulldoggen auf, wurde aber auch schon beim Mastiff
beschrieben (Churcher und Watson 1997, Stokes et al. 2001, Tanaka et al. 2003, Hostutler et al.
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2004, Simpson et al. 2006, Manchester et al. 2013). Eine antibiotische Therapie mit einem
Gyrasehemmer fuhrt hier zur dauerhaften klinischen Besserung (Hostutler et al. 2004, Manchester
et al. 2013). Im Gegensatz zur granulomatdsen Kolitis kommt es bei der ARE nach erstem
Ansprechen der Tiere auf eine antibiotische Therapie haufig zu Ruickfallen, wobei der genaue
Wirkmechanismus nicht bekannt ist (Westermarck et al. 2005, Kilpinen et al. 2011). Damit stellt
die granulomatdse Kolitis eine Ausnahme hinsichtlich des Ansprechens der Hunde auf eine

antibiotische Therapie dar (Erdmann und Heilmann 2017).

2.4.4 Klinik der Inflammatory Bowel Disease

Das klinische Erscheinungsbild einer IBD ist vielfaltig. Die betroffenen Organe, der
Aktivierungsgrad der Erkrankung und sekundare Symptome durch Proteinverlust und/ oder
Hypocobalaminamie sind entscheidend fur die Auspragung der Erkrankung (Jergens et al. 1992,
Jergens 1999, Craven et al. 2004, Allenspach et al. 2007). Haufig sind mittelalte bis alte Hunde
betroffen (Allenspach et al. 2016, Volkmann et al. 2017). Schwere Verlaufe scheinen haufiger bei
alteren Hunden vorzukommen (Munster et al. 2006). Je nach betroffenem Abschnitt des
Gastrointestinaltraktes zeigen die Tiere Erbrechen, Dinndarmdurchfall oder Dickdarmdurchfall.
Auch gemischte Formen sind mdglich (Craven et al. 2004, Allenspach et al. 2007, Kihn 2012,
Volkmann et al. 2017). Haufig treten Inappetenz und Gewichtsverlust auf (Jergens et al. 1992).
Bei schweren Entziindungsformen kann es durch den Proteinverlust tiber die Darmschleimhaut
zur Entstehung eines Aszites kommen (Jergens et al. 1992, Craven et al. 2004, Allenspach et al.
2007). Diese Form der Erkrankung tritt oft zyklisch auf. Es kann zu spontanem Auftreten oder

Remission kommen (Jergens und Simpson 2012).

2.5 Diagnostik

2.5.1 Allgemeine Diagnostik einer chronisch-entziindlichen Enteropathie

Die diagnostische Abklarung einer chronisch-entziindlichen Enteropathie ist oftmals zeit- und
kostenintensiv, da eine Abklarung vieler verschiedener Differentialdiagnosen erfolgen muss
(Erdmann und Heilmann 2017). Die Diagnose einer chronisch-entziindlichen Enteropathie ist
daher eine Ausschlussdiagnose (Jergens und Simpson 2012). Andere mogliche Ursachen der
gastrointestinalen Symptome koénnen durch eine ausfiihrliche klinische Untersuchung und
Anamnese- sowie Signalementerhebung, Blutuntersuchungen (Hamatologie, Blutchemie,

Serumprofil), Urinuntersuchung, parasitologische Untersuchungen des Kotes und bildgebende
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Diagnostik ausgeschlossen werden (Hall 1999, Jergens und Simpson 2012, Erdmann und

Heilmann 2017). Im Folgenden werden die einzelnen Modalitadten genauer beschrieben.

2.5.1.1 Blutuntersuchungen

Zur minimalen Datenbasis der Abklarung einer chronisch-entziindlichen Enteropathie des Hundes
gehdren eine vollstandige hamatologische und blutchemische Untersuchung (Erdmann und
Heilmann 2017).

Das Blutbild liefert meist keine spezifischen Befunde. Hunde mit FRE zeigen haufiger eine
Erhéhung der eosinophilen Granulozyten als Hunde mit ARE oder IBD. Vermutet wird eine Allergie
auf das Futtermittel als Ursache fir den Anstieg (Kiihn 2012). Auch eine Parasiteninfektion ware
als Ursache flir eine Eosinophilie moglich.

Die blutchemische Untersuchung dient vor allem dem Ausschluss von Nieren- und
Lebererkrankungen, die auch zu chronischen gastrointestinalen Symptomen filhren kénnen

(Jergens und Simpson 2012, Erdmann und Heilmann 2017).

Verschiedene Studien haben Abweichungen bestimmter Laborparameter als negativ
prognostischen Faktor fir die chronisch-entziindliche Enteropathie des Hundes ausgemacht. So
stellen eine Anamie (Hamatokrit < 40%) und eine Hypoalbuminamie (<20 g/lI) negativ
prognostische Faktoren dar (Craven et al. 2004, Munster et al. 2006, Allenspach et al. 2007,
Allenspach et al. 2016, Volkmann et al. 2017). Eine Anamie kann durch chronische Entzindungen
und chronischen Blutverlust tUber die angegriffene Darmschleimhaut entstehen. Sie kommt haufig
bei IBD und dem intestinalen Lymphom vor (Couto et al. 1989, Craven et al. 2004, Couto et al.
2018). Der Verlust von Albumin kann durch proteinreiche Exsudation sowie Blutverlust durch die
geschadigte Darmmukosa und Malabsorption durch eine Villusatrophie oder Fibrose erklart
werden (Craven et al. 2004). Hierbei kdnnte die Schwere der Schadigung der Darmschleimhaut
direkt mit der Albuminkonzentration zusammenzuhangen. Je niedriger der gemessene
Albuminwert, desto starker scheint die Darmschleimhaut geschadigt zu sein (Craven et al. 2004,
Allenspach et al. 2007, Kihn 2012). Die Albuminkonzentration sollte abhangig vom
Hydratationsstatus des Patienten ausgewertet werden, da der Wert durch eine Infusionstherapie
beeinflusst werden kann (Allenspach et al. 2007).

Auch ein niedriger Cobalaminspiegel (<200pg/ml) wurde als negativ prognostischer Faktor
ausgemacht (Allenspach et al. 2007). Cobalamin (Vitamin B12) und Folsaure (Vitamin B9) sind
wasserlosliche Vitamine, die im distalen bzw. proximalen Dinndarm resorbiert werden. Die

Serumkonzentrationen dieser Vitamine kénnen bei chronischen Erkrankungen des Darmes
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erniedrigt sein. Zu einer Hypocobalamindmie kommt es bei Erkrankungen des distalen
Dinndarms, wahrend ein Folsduremangel eher auf Erkrankungen des proximalen Dinndarms
hinweist (Batt und Morgan 1982). Laut Simpson et al. (1989) zeigen vor allem Hunde mit ARE
oder exokriner Pankreasinsuffizienz erniedrigte Cobalaminwerte. Dies widerspricht den
Ergebnissen von German et al. (2003). Auch bei an IBD erkrankten Hunden kommt es haufig zu
Hypocobalaminamie (German et al. 2003b, Volkmann et al. 2017). Eine Unterscheidung der Art
der chronisch- entziindlichen Enteropathie ist mittels der Cobalaminmessung nicht mdglich. Im
Referenzbereich gemessene Werte schlielen eine Darmerkrankung nicht aus (Batt und Morgan
1982). Mdgliche Ursachen fur die schlechtere Aufnahme des Cobalamins aus dem Dinndarm bei
Hunden mit chronisch-entziindlicher Enteropathie ist die Schadigung des Rezeptors in der
lleumschleimhaut zur Bindung des intrinsischen Faktors flir Cobalamin oder der Mangel an
genugend aufnahmefahigem Cobalamin durch die veranderte Bakterienzusammensetzung bei
einer Dysbiose (Ruaux 2013). Cobalamin ist notwendig zur Regeneration der geschadigten
Darmschleimhaut, sodass ein Mangel das Ansprechen auf die Therapie verzégern kann (Ruaux
2013, Erdmann und Heilmann 2017).

Zudem konnten vorangegangene Studien eine starke Korrelation zwischen den im Serum
gemessenen Konzentrationen von Albumin und Cobalamin feststellen. Daher sollten diese beiden
Parameter zusammen bestimmt werden (Allenspach et al. 2007). Auch eine Aussage Uber die
mdgliche Lokalisation der Erkrankung scheint Gber die kombinierte Messung beider Parameter
mdglich zu sein. So traten eine schwere Hypoalbumindmie und/oder schwere
Hypocobalaminamie in einer Studie signifikant haufiger bei Erkrankungen des Dunndarms auf
(Volkmann et al. 2017).

Das Basalcortisol sollte zum Ausschluss eines Hypoadrenokortizismus (Morbus Addison)
gemessen werden. Vor allem die atypische Form dieser Erkrankung ist mit gastrointestinalen
Symptomen verbunden. Daher sollte die Basalcortisolmessung auch bei einer normalen Kalium-
und Natriumkonzentration im Blut durchgefuhrt werden (Erdmann und Heilmann 2017).
Gemessene Werte unter 2ug/dl haben nur eine 80% Spezifitdt zum Ausschluss eines Morbus
Addison. Somit sollte in diesen Fallen ein ACTH-Stimulationstest durchgeflihrt werden, welcher
als Goldstandard zur Diagnostik eines Hypoadrenokortizimus gilt (Lennon et al. 2007).

Zum Ausschluss einer Erkrankung des Pankreas sollte die Messung der kaninen trypsin-
ahnlichen Immunoreaktivitdt (canine trypsin-like immunoreactivity, cTLI) und der kaninen
spezifischen Pankreaslipase (Spec cPL) erfolgen. Die Bestimmung einer normalen Serum TLI-

Konzentration dient dem Ausschluss einer exokrinen Pankreasinsuffizienz (Erdmann und
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Heilmann 2017). Vor allem beim Deutschen Schaferhund kann diese Erkrankung &hnliche
Symptome wie eine chronisch-entzindliche Enteropathie auslésen (Williams et al. 1987, Hall
2011). Die Hunde mit Pankreasinsuffizienz zeigen zudem haufig Gewichtsverlust, Steatorrho,

Polyphagie und den Absatz grof3er oft breiiger Kotmengen (Erdmann und Heilmann 2017).

2.5.1.2 Kotuntersuchungen

Die Notwendigkeit einer parasitologischen Untersuchung des Kotes wird durch die aktuelle
Literatur unterstrichen. Vor allem Giardieninfektionen stellen mit 11-28% eine haufige Ursache fur
chronischen Durchfall dar (Epe et al. 2010, Volkmann et al. 2017). Daher sollte eine Untersuchung
des Kotes mittels Flotation bzw. Giardien-ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) erfolgen.
Bei anhaltenden wassrig-blutigen Durchfallen kann eine mikrobiologische Untersuchung des
Kotes auf bestimmte Bakterien oder Enterotoxine eingeleitet werden. Der diagnostische Nutzen
dieser Untersuchung ist jedoch fraglich, da die meisten aus dem Kot kultivierten pathogenen
Keime (Salmonella spp., Campylobacter spp., Clostridium perfringens und Clostridium difficile)
auch im Kot von gesunden Hunden zu finden sind (Marks et al. 2011). Zudem ist unklar, ob die
Bakterien ursachlich fiir die klinischen Symptome sind. Auch andere gastrointestinale
Erkrankungen, die zu einer Dysbiose fuhren, kénnen Ausléser sein (Erdmann und Heilmann
2017). Bei therapieresistenten (blutigen) Durchféllen bzw. Anzeichen fir Kolitis ist eine
Untersuchung der Rektumschleimhaut auf Prototheken indiziert (Stenner et al. 2007, Ribeiro et
al. 2009, Allenspach 2010, Vince et al. 2014).

2.5.1.3 Abdominale Sonographie

Zum Ausschluss struktureller Veranderungen des Darms mit Verlegungen des Darmlumens
(Invagination, Neoplasie oder Fremdkdrper) sollte ein Ultraschall durchgefiihrt werde (Kihn 2012,
Leib et al. 2012). In einigen Fallen ermoglicht die Sonographie auch die Unterscheidung zwischen
Dinn- und Dickdarmerkrankungen bzw. kbnnen extragastrointestinale Organe beurteilt werden
(Erdmann und Heilmann 2017). Die Messung der Wanddicke des Darms besitzt jedoch nur eine
geringe Sensitivitat und Spezifitat fur die Diagnosestellung einer IBD beim Hund (Rudorf et al.
2005, Gaschen et al. 2008). Die Echogenitat der Darmmukosa lasst hingegen einen Ruckschluss
auf den Schweregrad der Erkrankung zu. Hyperechoische Areale in der Darmmukosa
(unterschieden in Flecken (engl. speckles) und Streifen (engl. striations)) konnten bei Hunden mit
entziindlichen Darmerkrankungen festgestellt werden. Hyperechoische Streifen im Jejunum
haben eine Sensitivitat von 75% und einer Spezifitat von 96% bei Hunden mit PLE (Gaschen et

al. 2008). Grundsatzlich sollte eine vorherige Futteraufnahme vermieden werden, da dies auch
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bei gesunden Hunden in knapp 50% der Falle zu hyperechoischen Arealen in der Mukosa fuhrt
(Gaschen et al. 2016)

Die Durchfiihrung eines abdominalen Ultraschalls sollte jedoch bei jedem Patienten mit Durchfall
gut Uberlegt werden, da er nur bei 3-10% der Falle ein nitzliches Diagnostikum darstellt (Leib et
al. 2012, Mapletoft et al. 2018). In einer Studie zeigte sich, dass bei 53% der untersuchten Hunde
der Ultraschall keine nutzlichen Informationen hinsichtlich der Ursache des Durchfalls ergab und
in 7% sogar kontraproduktiv war. Kontraproduktiv bedeutete in dieser Studie, dass die Ergebnisse
des Ultraschalls entweder falsch negativ oder falsch positiv waren. So war die Ursache des
Durchfalls entweder mit morphologischen Lasionen assoziiert, die mittels anderer Testverfahren
festgestellt wurden oder es wurden Lasionen ausgemacht, die bewiesenermafen nicht ursachlich

fur den Durchfall sein konnten und weitere Diagnostik benétigten (Mapletoft et al. 2018).

2.5.2 Spezielle Diagnostik bei einer Futter-responsiven Enteropathie

Die eindeutige Diagnosestellung einer Futtermittelallergie ist schwierig, da entsprechende
diagnostische Tests fehlen (Guilford 1996a). Als Goldstandard der Diagnostik gilt die
Eliminationsdiat mit anschlieRender Provokation (Kennis 2006, Verlinden et al. 2006, Mandigers
und German 2010). Allerdings kann dadurch nicht der zugrundeliegende Mechanismus
aufgedeckt werden (Verlinden et al. 2006). Eine Futtermittelallergie ist wahrscheinlich, wenn das
Tier unter der Futterung einer Eliminationsdiat symptomfrei ist. Nach erneuter Fitterung des
urspringlichen Futters treten die Symptome wieder auf. Wenn erneut eine klinische Besserung
der Symptome nach darauffolgender Gabe der Eliminationsdiat auftritt, kann die Diagnose einer
Futtermittelallergie gestellt werden (Verlinden et al. 2006).

Die histologische Untersuchung erscheint wenig hilfreich zur Abgrenzung einer FRE von anderen
Formen der chronisch-entziindlichen Enteropathie (ARE/IBD) zu sein (Luckschander et al. 2006,
Allenspach et al. 2007, Schreiner et al. 2008). Jedoch kann der Grad der Entziindung geringer als
bei den ARE/IBD Patienten ausfallen (Munster et al. 2006). Walker et al. (2013) konnten zudem
zeigen, dass es nach sechswochiger Futterung einer Diat zu einer signifikanten Besserung von

ultrastrukturellen Lasionen und zur Heilung des Blrstensaumes kommt.

Weitere Testverfahren zur Bestatigung einer Futtermittelallergie wurden untersucht.

Die semiquantitative Messung von futtermittelspezifischen Immunglobulinen (IgG und IgE) in
Serumproben ist eine kommerziell verfigbare Methode. Eine Studie von Foster et al. (2003)
zeigte, dass Hunde mit gastrointestinalen Symptomen héhere IgG-Spiegel aufweisen als Hunde

mit Hautsymptomatik oder gesunde Tiere. Allerdings hatten vor allem klinisch gesunde Tiere
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erhohte Globulinwerte nach Kontakt mit Huhn, Ei und Truthahn. Daher scheint ein erhohter
Globulinspiegel eher eine Reaktion auf die Exposition der Futterantigene zu sein (Foster et al.
2003). Auch antigenetische und allergische Kreuzreaktionen zwischen verschiedenen Proteinen,
die sich Epitope teilen, sind mdglich (Bruijnzeel-Koomen et al. 1995, Foster et al. 2003). Neben
der Messung von nahrungsspezifischen IgE im Serum konnten auch nahrungsspezifische IgM
und IgA im Speichel untersucht werden (Udraite Vovk et al. 2019). Jedoch liefern diese
Immunglobulinmessungen keine verlasslichen Ergebnisse und werden daher nicht empfohlen
(Day 2005, Mandigers und German 2010, Udraite Vovk et al. 2019)

Auch endoskopisch gestiitzte Verfahren wurden untersucht. Diese sollten die direkte Beurteilung
der sofortigen IgE-vermittelten Hypersensitivitatsreaktion in der Magendarmschleimhaut
ermoglichen. Der Gastroskopische Futtersensitivitatstest (GFST) und der Koloskopische Allergen-
Provokationstest (COLAP) sind beschrieben (Guilford et al. 1994, Allenspach et al. 2006a).
Hierbei werden Allergenldsungen endoskopisch gestutzt in die Magen- bzw. Kolonschleimhaut
injiziert. Die Schleimhautveranderungen nach Injektion werden dokumentiert und die
Entziindungsreaktion durch histopathologische Untersuchungen beurteilt. Der COLAP scheint
hierbei die genauere Methode zur Diagnosestellung einer sofortigen Hypersensitivitatsreaktion
auf Futtermittelallergene zu sein (Allenspach et al. 2006a). Beide Verfahren besitzen Limitationen
und sind nicht weit verbreitet verfiugbar (Gaschen und Merchant 2011). Auch die Messung des
mesenterialen Blutflusses mittels Dopplersonografie (Kircher et al. 2004) scheint keine
verlasslichen Ergebnisse bei Hunden mit adversen Futtermittelreaktionen zu liefern (Gaschen und
Merchant 2011).

Serologische Marker kdnnen ebenfalls zur Diagnostik einer FRE genutzt werden.

Perinukledare antineutrophile zytoplasmatische Antikdrper (perinuclear antineutrophilic
cytoplasmic antibodies (pPANCAs)) konnten in einer Studie bei Hunden mit FRE bei 62 % der
Patienten detektiert werden. Dies stellte einen signifikanten Unterschied zu der pANCA-
Konzentration der IBD Gruppe dar (23%). Somit kann die Bestimmung der pANCAs vor
Therapiebeginn helfen, um zwischen FRE und IBD zu unterscheiden (Luckschander et al. 2006).
Ein weiterer Marker ist der sogenannte ,nuclear factor-Kappa B“ (nuklearer Faktor Kappa B, NF-
kB). Die Produktion und Aktivierung proinflammatorischer Zytokine wird durch
Transkriptionsfaktoren wie NF-kB reguliert. Hunde mit FRE wiesen mehr NF-kB positive Zellen im
Vergleich zu IBD Patienten auf. Zudem konnte eine Reduktion dieser Zellen unter erfolgreicher

Therapie verzeichnet werden (Luckschander et al. 2010).
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2.5.3 Spezielle Diagnostik bei einer Antibiotika-responsiven Enteropathie

Diagnostisch gilt eine ARE dann als hochwahrscheinlich, wenn fiir einen chronischen Durchfall
keine andere Ursache gefunden werden kann und sich die Klinik unter antibiotischer Therapie
bessert. Wenn nach dem Absetzen des Antibiotikums erneut Durchfall auftritt, gilt die ARE als
bestatigt (Hall und Simpson 2000).

Neben der Messung von Cobalamin und Folsaure ist die Messung unkonjugierter Gallensalze im
Serum eine mdgliche Nachweismethode flir eine Dysbiose. Darmbakterien kdnnen Gallensalze
dekonjugieren. Diese werden dann absorbiert und nur teilweise Uber die Leber ausgeschieden
und sind daher im Serum messbar. Da die unkonjugierten Gallensalze aber starken
Konzentrationsunterschieden nach der Nahrungsaufnahme unterworfen sind und auch von
bestimmten kommensalen Bakterien (Lactobacilles) gebildet werden kdnnen, ist ihr Nutzen
fraglich (Hall 2011).

Die intestinale Permeabilitatsbeurteilung mittels der Absorptionsmessung verschiedener Zucker
kann bei einer ARE abnormal sein und sich unter antibiotischer Therapie bessern (Batt et al. 1992,
Rutgers et al. 1996). Allerdings handelt es sich hierbei nicht um pathognomonische
Veranderungen (Hall 2011).

Auch die quantitative Bestimmung der Bakterien in der Duodenalflissigkeit wurde als
Nachweismethode fiir eine Dysbiose durchgefiihrt. Allerdings handelt es sich um ein invasives

und kostenintensives Verfahren mit fraglicher Aussagekraft (Matz und Guilford 2003).

2.5.4 Spezielle Diagnostik bei einer Inflammatory Bowel Disease

Die Diagnostik einer IBD erfolgt anhand von endoskopisch oder laparotomisch gewonnenen
Gewebeproben. So kann die Differenzierung der Entziindung von Neoplasien erméglicht werden.
Auch der Entziindungszelltyp und der Schweregrad kénnen bestimmt werden (Day et al. 2008,
Washabau et al. 2010). Die endoskopische Biopsie stellt eine minimalinvasive Moglichkeit zur
Diagnosestellung dar. Die Darmmukosa kann hierbei direkt begutachtet werden (Erdmann und
Heilmann 2017). Haufige abnormale endoskopische Befunde sind Erythem, Zerbrechlichkeit des
Gewebes, erhdhte Kérnung, Erosion oder Ulzeration der Darmschleimhaut (Roth et al. 1990). Die
endoskopischen Befunde in Duodenum und Kolon sind mit dem Langzeitergebnis bei Hunden mit
IBD assoziiert (Allenspach et al. 2007). Bei Hunden mit Dinn- und Dickdarmsymptomen sollte zur
Diagnosestellung eine Beprobung des lleums erfolgen (Casamian-Sorrosal et al. 2010). Bei
Hunden, die eine endoskopische Untersuchung des Magens sowie des Doudenums oder des

Kolons bendtigen, ist eine Biopsie des lleums indiziert (Washabau et al. 2010).
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Auch die Heilung der Mukosa unter Therapie lasst sich mittels Endoskopie verfolgen (Garcia-
Sancho et al. 2007). Jedoch konnten verschiedene Studien keinen einheitlichen Zusammenhang
zwischen den histopathologischen Veranderungen und dem klinischen Schweregrad bzw. dem
Ansprechen auf eine Therapie ausmachen (Jergens et al. 2003, Allenspach et al. 2006b,
Allenspach et al. 2007, Garcia-Sancho et al. 2007, Schreiner et al. 2008, Kihn 2012). Fraglich ist,
inwieweit das auf fehlende standardisierte histopathologische Richtlinien zuriickgefiihrt werden
kann (Allenspach et al. 2019). Die Qualitat der entnommenen Proben kann die histopathologische
Interpretation beeinflussen. Daher spielt auch die Erfahrung des Endoskopierenden sowie der
Umgang mit den Proben eine wichtige Rolle (Willard et al. 2001, Slovak et al. 2014).

Zur Obijektivierung und Vergleichbarkeit von Lasionen konnte ein endoskopischer Aktivitatsscore
entwickelt und validiert werden (Slovak 2015). Fir die histopathologische Befundung wurden
zahlreiche Systeme zur Einteilung des Schweregrads und den beteiligten Zellen beschrieben. Es
wurden vor allem Anzahl und Typ der Zellinfiltrate der Lamina propria zur Beschreibung eines
normalen, milden, moderaten oder schweren Krankheitsverlaufs genutzt (Jergens et al. 1992,
German et al. 2001, Allenspach et al. 2007). Allerdings gab es grofse Unterschiede bei der
histopathologischen Befundung zwischen verschiedenen Pathologen (Willard et al. 2002). Daher
wurden von der WSAVA (World Small Animal Veterinary Association) 2008 histopathologische
Standards zur Befundung der endoskopischen Proben verdffentlicht (Day et al. 2008).
Vereinfachte Formen konnte 2014 und 2019 publiziert werden. Hier zeigte sich eine sehr gute
Ubereinstimmung zwischen verschiedenen Pathologen (Jergens et al. 2014) und der klinischen
Aktivitat der Erkrankung (Allenspach et al. 2019).

2.6 Therapie

Die Therapie der chronisch-entziindlichen Enteropathie des Hundes erfolgt schrittweise und ist
ein Teil der diagnostischen Aufarbeitung. Je nach Ansprechen auf die empirischen
Therapieversuche kann die Unterscheidung in die einzelnen Formen: FRE, ARE oder IBD
vorgenommen werden. Neuere Therapieansatze hinterfragen den routinemafligen Einsatz von
Antibiotika in diesem Zusammenhang und empfehlen eine probiotische Therapie (Cerquetella et
al. 2020)

Grundsatzlich sollte beim Vorliegen einer Hypocobalamindmie bei allen Formen der chronsich-
entziindlichen Enteropathie des Hundes die Substitution von Cobalamin erfolgen, da ein Mangel

an Cobalamin das Ansprechen auf die Therapie verzégern kann (Ruaux 2013, Erdmann und
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Heilmann 2017). Neben der subkutanen Injektion ist auch die orale Substitution mdglich
(Toresson et al. 2016).

2.6.1 Therapie einer Futter-responsiven Enteropathie

Die Eliminationsdiat ist der erste therapeutische Schritt bei Hunden mit Verdacht auf eine
chronisch-entzindliche Enteropathie, wenn das Tier klinisch stabil ist und Appetit zeigt (Dandrieux
2016). Ziel einer Eliminationsdiat ist es, die krankheitsausldsenden Antigene zu vermeiden
(Erdmann und Heilmann 2017) und ggf. zu identifizieren. Proteine sind der Hauptausloser fur
Futtermittelallergien. Alle Futterproteine wirken als Antigen, jedoch 16st nur ein kleiner Teil
Allergien aus (Guilford und Matz 2003).

Es gibt verschiedene Therapieoptionen. (1) Die selbstgekochte Diat mit fur den Hund
unbekannten Protein- und Kohlenhydratquellen sowie (2) die Verfutterung einer hydrolysierten
Diat. Beide Diatformen zeigen gute Ergebnisse (Marks et al. 2002, Allenspach et al. 2007,
Mandigers et al. 2010). Nach Allenspach et al. (2016) gibt es keinen signifikanten Unterschied
zwischen beiden Formen der Eliminationsdiat hinsichtlich des Ansprechens auf die Therapie.
Sofern sich die Tiere innerhalb von 2 Wochen nach Beginn der Diat klinisch verbessern, sollte die
Diat mindestens fir 12 Wochen gegeben werden (Allenspach et al. 2007, Allenspach et al. 2016).
Eine Umstellung der Hunde auf die vorherige Fitterung flihrte in einer Studie zu einem
Wiederauftreten der Symptome bei Zweidrittel der Patienten (Mandigers et al. 2010). Je nach
Studie kénnen 31-75% der betroffenen Hunde nach einer 12-wdchigen Eliminationsdiat wieder
auf ihr urspringliches Futter umgestellt werden (Luckschander et al. 2006, Mandigers et al. 2010,
Allenspach et al. 2016). Ein mégliches Wiederauftreten der Symptome nach der erneuten Gabe
des urspriunglichen Futters ist mdglich und wird daher von vielen Patientenbesitzern abgelehnt
(Dandrieux 2016). Auch die Kombination einer sehr faserreichen Diat mit einem hochdosierten
Probiotikum flihrte bei Hunden mit FRE, die Dickdarmsymptome aufwiesen, zur deutlichen
Besserung der Symptomatik nach maximal 15 Tagen. Sowohl der CCECAI, als auch die

histopathologischen Befunde verbesserten sich mit dieser Diatform signifikant (Rossi et al. 2020).

2.6.2 Therapie einer Antibiotika-responsiven Enteropathie

Eine antibiotische Therapie wird in der Regel durchgefiihrt, sollte es zu keiner oder nur partieller,
nicht zufriedenstellender Besserung der Symptomatik kommen (Dandrieux 2016). Ziel der
Therapie mit einem Antibiotikum ist es, Einfluss auf das intestinale Bakterienmilieu zu nehmen
und zudem immunmodulatorisch zu wirken (Dandrieux 2016, Erdmann und Heilmann 2017). Die

Veranderungen im Darm, die durch eine ARE ausgeldst werden, sind zwar nicht reversibel, aber
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die klinischen Anzeichen kénnen mit Hilfe von antibiotischen Therapien positiv beeinflusst werden
(Batt et al. 1988, Kilpinen et al. 2011). Mégliche Medikamente sind Metronidazol (10-15mg/kg q
12h p.o.) und Tylosin (25mg/kg q 24h p.o. oder 12,5mg/kg g 12h p.o. initial) (Erdmann und
Heilmann 2017). Auch Oxytetrazyklin (10-20mg/kg q 8h p.o.) ist beschrieben (Hall 2011,
Dandrieux et al. 2019). Basierend auf einer humanmedizinischen Studie mit einer 60%igen
Antibiotikaresistenz auf diesen Wirkstoff bei Patienten mit SIBO wird es in der Tiermedizin eher
nicht eingesetzt (Marks 2003). AuRerdem fiihrt es bei jungen Patienten vor dem Zahnwechsel zu
Verfarbung des Zahnschmelzes und ist international nur begrenzt erhaltlich (Hall 2011).

Es wird eine Therapie von 2-4 Wochen empfohlen. In der Regel erfolgt eine klinische Besserung
innerhalb von 14 Tagen (Erdmann und Heilmann 2017). Bei ausbleibender Besserung sollte nach
2 Wochen ein Wechsel des Antibiotikums erfolgen (Hall 2011).

Genaue Angaben Uber die optimale Dauer der Behandlung mit einem entsprechenden
Antibiotikum fehlen in der Literatur. Die Behandlungsdauer scheint keinen Effekt auf die Haufigkeit
oder den Zeitpunkt eines Ruckfalls zu haben (Dandrieux 2016). In zwei Studien wurde nach einer
jeweils einwdchigen bzw. zweiwdchigen Therapie mit Tylosin eine Rickfallrate von 86% bzw 88%
verzeichnet (Westermarck et al. 2005, Kilpinen et al. 2014). Eine Studie von Allenspach et al.
(2016) zeigte eine 100-prozentige Ruckfallrate innerhalb eines Jahres nach antibiotischer
Therapie. Daher ist der Nutzen der Antibiotikatherapie in einigen Fallen fraglich und die Gefahr
fur Resistenzen durch die Langzeitgabe dieser Medikamente gegeben (Nitzan et al. 2016). Sollten
jedoch Bakterien in der Darmschleimhaut nachgewiesen werden, ist dies eine Indikation fiir eine
antibiotische Therapie. Fir den Nachweis eignet sich die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
(FISH). Es ist eine neuere und sensitive Methode zur Identifizierung von Bakterien in Geweben
und kann an Formalin-fixierten Praparaten angewendet werden (Jergens et al. 2009, Dandrieux
2016). Neueste Veroffentlichungen lassen die Behandlung aller Hunde ohne gutes klinisches
Ansprechen auf eine Eliminationsdiat mit einem Antibiotikum kritisch hinterfragen. Nur Patienten
mit Anzeichen einer primaren Infektion, die von einer Antibiotikagabe profitieren, sollten eine
antimikrobielle Therapie erhalten. Die Gabe von Pra-/Pro- und Synbiotika sollte alternativ erwogen

werden (Cerquetella et al. 2020).

2.6.3 Probiotische Therapie

Mehrere Studien konnten zeigen, dass die kanine chronisch-entzlindliche Enteropathie mit einer
veranderten mikrobiellen Zusammensetzung im Darm assoziiert ist. So konnten eine verminderte
Diversitat der Bakterienarten, eine selektive Vermehrung gewisser Bakterien oder die veranderte

Zahl bestimmter Bakterien in der Darmmukosa bei erkrankten Hunden festgestellt werden
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(Xenoulis et al. 2008, Allenspach et al. 2010, Suchodolski et al. 2010, Suchodolski et al. 20123,
Suchodolski et al. 2012b, Cassmann et al. 2016). Daher beschaftigen sich neuere
Therapieansatze mit probiotischen Praparaten. Ein Probiotikum besteht aus lebenden
Mikroorganismen, die sich nach Einnahme positiv auf die Gesundheit auswirken sollen (Degnan
2008). Durch die Regulation der immunologischen Antwort oder die Modulation der
Zusammensetzung bzw. Aktivitat der Darmbakterien durch ein Probiotikum soll im Fall der IBD
Linderung verschafft werden (Tuohy et al. 2003). Die positiven Effekte eines Probiotikums kénnen
in drei Kategorien eingeteilt werden: Erstens kommt es zu einer Veranderung des enteralen
Mikrobioms. Das Probiotikum kann direkt mit pathogenen Keimen um Anhaftungsstellen an der
Mukosa und folglich um Invasionsfahigkeit konkurrieren. Durch die Bildung von organischen
Sauren entsteht ein saurer pH-Wert, um die Lebensbedingungen fiir pathogene Keime zu
erschweren. Zweitens kann die Immunreaktion des Patienten moduliert werden. Dies wird unter
anderem Uber die Erhdéhung der IgA Produktion und Sekretion, Gber veranderte Zytokinmuster
oder Uber eine verminderte Ansprechbarkeit der T-Zellen erreicht (Rioux et al. 2005, Sauter et al.
2005). Drittens wird die Barrierefunktion durch die Interaktion mit Epithel- und Immunzellen im
Darm erhoht (Rioux et al. 2005). Rossi et al. (2014) konnten einen signifikanten positiven Effekt
eines Probiotikums auf das klinische und histologische Bild bei Hunden mit chronisch-
entziindlichen Enteropathien aufzeigen. Zudem konnten protektive Eigenschaften und eine
Normalisierung der Dysbiose festgestellt werden. In einer 2017 veréffentlichten Studie konnte
trotz klinischer Besserung keine Veranderung des histologischen Bildes durch die Zugabe eines
Probiotikums beobachtet werden. Jedoch zeigte sich eine Hochregulierung bestimmter Proteine
(E-Cadherin, Occludin, Zonulin), die fur die Zellverbindungen im Darmepithel wichtig sind. Somit
scheint eine probiotische Therapie einen positiven Einfluss auf die Homoostase des Darmes zu
haben (White et al. 2017). Unter Einbeziehung aller bisher publizierten Artikel zum Effekt eines
Probiotikums auf die chronisch-entziindliche Enteropathie des Hundes, scheint die Wirkung der
Probiotika keine signifikanten Verbesserungen mit sich zu bringen. Die aktuelle Studienlage ist
jedoch auf Grund sehr kleiner Studienpopulationen als eher ungentigend einzuschatzen (Jensen
und Bjornvad 2019).

2.6.4 Therapie einer Inflammatory Bowel Disease

Die Therapie der IBD ist multimodal. Sie besteht aus Diat, ggf. antimikrobieller bzw.
entzindungshemmender Therapie und Immunsuppressivagabe (Hall et al. 2011, Erdmann und
Heilmann 2017). Am haufigsten wird Prednisolon genutzt. Es ist schnell wirksam und wird

anfanglich in einer Dosierung von ca. 1-2mg/kg gegeben. Nach positivem Ansprechen sollte die
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Dosis reduziert werden (Jergens et al. 1992, Sturgess 2005). Es wird eine Dosisreduktion von 25-
33% alle 2-3 Wochen angestrebt (Sturgess 2005, Erdmann und Heilmann 2017). Bei langerer
Gabe muss gegebenenfalls ein nebenwirkungsarmeres Medikament genutzt werden.

Budesonid zeigt einen deutlichen first-pass Effekt, damit weniger systemische Nebenwirkungen
und kann zur Behandlung intestinaler Erkrankungen genutzt werden (Sturgess 2005). Die
Wirkung des Budesonids soll vergleichbar mit der Prednisolonwirkung sein. Es konnte zwar keine
Minimierung von Nebenwirkungen nachgewiesen werden, aber anders als bei der
Prednisolongabe konnten keine schweren Nebenwirkungen durch die Budesonidtherapie
verzeichnet werden (Dye et al. 2013). Eine Studie von Rychlik et al. (2016) zeigte keine
Verbesserung der klinischen Symptome, eines Krankheitsaktivitatsindex (canine IBD activity
index (CIBDAI)) oder der makroskopischen Veranderungen. Nur histologisch konnte eine
Effektivitat des Budesonids festgestellt werden (Rychlik et al. 2016).

Bei unzureichender Ansprechbarkeit oder unerwiinschten Nebenwirkungen sollte auf eine
Kombinationstherapie mit anderen immunsuppressiven Medikamenten umgestellt werden.

Far Ciclosporin konnte in einer Studie von Allenspach et al. (2006b) eine gute Wirksamkeit mit
einer Ansprechrate von 78% bei Hunden mit chronisch-entziindlicher Enteropathie gezeigt
werden. Die Anzahl der in die Mukosa-infiltrierenden T-Zellen konnte signifikant minimiert werden.
Zudem scheint Ciclosporin gut vertraglich zu sein (Allenspach et al. 2006b). Eine weitere Studie
konnte hingegen nur einen Therapieerfolg bei 25% der erkrankten Hunde verzeichnen
(Allenspach et al. 2007). Auch andere myelo- oder zytotoxische Medikamente wie Azathioprin,
Chlormabucil, Mycophenolatmofetil oder Methotrexat wurden vereinzelt beschrieben (Yuki et al.
2006, Erdmann und Heilmann 2017).

3 Biomarker bei chronischen Enteropathien

3.1 Definition und Beschaffenheit eines Biomarkers

Biomarker kénnen zur Evaluation von Organfunktionen, zur Risikoanalyse fur Erkrankungen oder
zum Quantifizieren der Erkrankungsschwere genutzt werden. Weiterhin lassen sie Voraussagen
zu bestimmten Krankheitsverlaufen, das Ansprechen auf eine bestimmte Therapie und die
Prognose zu (Biomarkers Definitons Working Group 2001). Sie liefern genaue und
reproduzierbare Ergebnisse (Strimbu und Tavel 2010). Verschiedene Biomarker wurden zur

Aufarbeitung der chronischen Enteropathie des Hundes entwickelt. Sie stellen eine
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minimalinvasive Methode der Diagnostik dar. Sie kdnnen in funktionelle, biochemische, zellulare
oder genomische Biomarker eingeteilt werden (Heilmann und Steiner 2018).
Die im Verlauf beschriebenen Biomarker S100A12, Calprotectin C, C-reaktives Protein und N-

Methylhistamin gehéren in die Gruppe der biochemischen Biomarker.

3.2 Ausgewahlte Biomarker bei chronischer Enteropathie in Serum und

Faeces

3.2.1 S100A12

3.2.1.1 Struktur und Wirkung

S100A12 (syn. Calgranulin C, extracellular newly identified RAGE-binding protein (EN-RAGE),
migration inhibitory factor-related protein (MRP-)6 oder p6), gehdrt zur Familie der S100 Proteine
(Guignard et al. 1995, lIg et al. 1996, Hofmann et al. 1999). Diese stellt eine groRe Untergruppe
der EF-Hand kalzium-bindenden Proteine dar (Kligmann und Hilt 1988, Sugimoto et al. 2006).
S100A12 wurde erstmals 1995 in humanen neutrophilen Granulozyten und Monozyten identifiziert
(Guignard et al. 1995). Es handelt sich hierbei um saure Proteine mit niedriger molekularer Masse,
wobei S100A12 eine GroRRe von 6,5 kDa aufweist (Guignard et al. 1995). Charakteristisch fir die
S100 Proteinfamilie sind zwei kalzium-bindende Einheiten (EF-hand motifs). Die Konfirmation und
Funktion der meisten S100 Proteine wird von der intra- oder extrazellularen Kalzium- oder
Zinkkonzentration bestimmt (Moroz et al. 2003, Moroz et al. 2009). Uber die Bindung von Kalzium
an den EF-Hands kommt es zu einer Konfirmationsanderung des Proteins und eine hydrophobe
Domane wird freigelegt. Diese wiederum kann nun mit ahnlich hydrophoben Regionen der
Effektorproteine interagieren (Kligmann und Hilt 1988, Guignard et al. 1995, Pietzsch und
Hoppmann 2008).

Die regulatorischen Aufgaben der S100 Proteine sind sowohl intra- als auch extrazellular sehr
vielfaltig. Sie agieren mit verschiedensten Effektorproteinen, regulieren Enzymaktivitaten und sind
an Zellwachstum und Differenzierung sowie der Kalziumhomoostase beteiligt (Donato 1999,
Donato 2003). Sie scheinen sowohl bei akuten als auch bei chronischen Entziindungen eine Rolle
zu spielen (Hofmann et al. 1999, Heilmann et al. 2011a). Sie sind an der Migration, Chemotaxis
und Aktivierung von Leukozyten beteiligt und gelten daher als DAMP (,endogenous damage-
associated molecular pattern). Charakteristischerweise akkumulieren die Proteine der S100-

Familie in Bereichen von Entzindungen. Der Mechanismus zur Vermittlung eines entzindlichen
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Prozesses wird hierbei Uber die Interaktion mit dem RAGE (,receptor for advanced glycation end
products®) herbeigefiihrt. Dieser befindet sich auf Endothelzellen, Monozyten sowie Lymphozyten
(Hofmann et al. 1999, Xie et al. 2007, Heilmann et al. 2010).

Neutrophile Granulozyten und Monozyten schiitten S100A12 bei Zellzerstérung, Entziindung oder
Infektion aus. Es kann dann als Ligand am RAGE-Rezeptor binden und fiihrt Giber eine Aktivierung
des nuklearen Faktor kappa B (NF-kB) zu einer proinflammatorischen Antwort. Dies geschieht
unter anderem Uber die Ausschiittung verschiedener proinflammatorischer Zyto- und Chemokine
wie den Tumor Nekrose Faktor a (TNFa) und Interleukin 18 (Hofmann et al. 1999, Donato 2003,
Heilmann et al. 2010).

3.2.1.2 S100A12 als Biomarker der chronischen Enteropathie des Menschen

Die Pathogenese und Atiologie der Inflammatory Bowel Disease des Menschen ist noch nicht
abschlielend aufgeklart. Charakteristisch sind bei dieser Erkrankung ein vermehrtes Ansiedeln
neutrophiler Granulozyten in der intestinalen Mukosa (Saverymuttu et al. 1985).

Im Jahr 2003 konnte gezeigt werden, dass es im entzindeten Darm von erkrankten Personen zu
einer starken, Uber die neutrophilen Granulozyten vermittelten Expression von S100A12 kommt
(Foell et al. 2003). Die Serumkonzentrationen von S100A12 bei diesen Patienten war hoch und
korrelierte mit der Schwere der Erkrankung. Unter erfolgreicher immunsuppressiver Therapie
sanken die S100A12-Werte schnell (Foell et al. 2003, Foell et al. 2004).

Auch als Marker im Kot konnte S100A12 etabliert werden. Es konnte gezeigt werden, dass sowohl
im Vergleich zu gesunden Probanden als auch zu Patienten, die an Reizdarmsyndrom litten,

S100A12 ein guter Marker zur Erkennung einer aktiven IBD war (Kaiser et al. 2007).

3.2.1.3 S100A12 als Biomarker der chronischen Enteropathie des Hundes

Die Aufreinigung und Charakterisierung von S100A12 des Hundes wurde erstmals 2010
beschrieben (Heilmann et al. 2010). Es folgte die Entwicklung und analytische Quantifizierung
eines Radioimmunassays in Serum, Kot und Urin von kaninen Patienten (Heilmann et al. 2011a).
Zudem wurde eine ELISA Methode zur Messung der S100A12 Konzentration in Serum und Kot
als nichtinvasiver Marker einer IBD beim Hund entwickelt (Heilmann et al. 2014a, Heilmann et al.
2014b, Hanifeh et al. 2015, Heilmann et al. 2016a).

Die Quantifizierung des fakalen S100A12 mittels des genannten ELISAs konnte signifikant héhere
S100A12- Werte bei an IBD erkrankten Hunden im Vergleich zu gesunden Hunden zeigen. Zudem
wurde eine Korrelation zwischen dem CCECAI bzw. den endoskopischen Lasionen in Duodenum

und Kolon festgestellt. Auch die Anzahl der die Schleimhaut infiltrierenden Phagozyten, welche
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vor allem im spateren Verlauf der IBD auftreten, scheint einen Einfluss auf das Ansteigen des
S100A12-Molekuls zu haben (Heilmann et al. 2014a).

Die fakalen S100A12-Werte lassen keine Aussage Uber den betroffenen Darmabschnitt oder die
histologischen Subtypen der IBD des Hundes zu. Deshalb wurde in einer Studie von 2015
erstmals auch S100A12 in der intestinalen Mukosa gesunder Hunde gemessen. Dabei zeigte sich
statistisch signifikant, dass die hdchsten im Median gemessen Werte im lleum gefunden werden
konnten (Hanifeh et al. 2015). Zudem scheint die intestinale Mukosa von Hunden mit chronisch

entziindlichen Enteropathien eine erhdhte Anzahl von aktivierten Makrophagen zu haben, die
S100A12 Proteine exprimieren und sezernieren (Heilmann et al. 2019). Auch die S100A12

Konzentration in der Darmmukosa ist bei Hunden mit chronischen Enteropathien erhoéht. Es
konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen der Hohe der S100A12- Konzentrationen in der
Darmschleimhaut und dem Schweregrad der epithelialen Zerstérung festgestellt werden (Hanifeh
et al. 2018). S100A12 eignete sich zur Therapiekontrolle und zum Monitoring der Erkrankung bei
Hunden mit IBD (Heilmann et al. 2016b). Im Vergleich zu fakalem Calprotectin ist die Sensitivitat
des fékalen S100A12 zur Detektierung von Hunden mit einem CCECAI = 12 oder histologischer

intestinaler Inflammation héher. Jedoch zeigt es eine niedrigere Spezifitat (Grellet et al. 2014).

3.2.2 Calprotectin C

3.2.2.1 Struktur und Wirkung

Calprotectin gehort ebenfalls zu den S100 Proteinen und ist strukturell vergleichbar mit S100A12.
Es setzt sich aus S100A8 (syn. Calgranulin A, myeloid related protein 8, MRP) und S100A9 (syn.
Calgranulin B, MRP 14) zusammen. Es wird von aktivierten Makrophagen, neutrophilen
Granulozyten und Monozyten exprimiert und ausgeschuttet (Odink et al. 1987). Auch Epithelzellen
konnen S100A8/A9 wahrend einer Entzindung freisetzen (Foell et al. 2004).

S100A9 liegt in unterschiedlichen Isoformen vor. Diese koénnen mit S100A8 unter
Kalziumanwesenheit verschiedene Heterodimere bzw. Tetramere bilden (Leukert et al. 2005,
Leukert et al. 2006). Alle diese Formen werden unter dem Begriff Calprotectin zusammengefasst.
Durch Nekrose oder Zellzerstérung kommt es zur passiven Freisetzung von S100A8/A9. Eine
aktive Freisetzung der Proteine findet wahrend entzindlicher Prozesse statt. Die Sekretion von
S100A8/A9 stellt so ein Warnsignal fur den Wirt dar (Pruenster et al. 2016). Extrazellular
interagieren S100A8/A9 mit dem TLR-4 und dem RAGE (Hofmann et al. 1999, Vogl et al. 2007)
Zudem besitzt Calprotectin antimikrobielle und antimykotische Eigenschaften (Steinbakk et al.

1990). Erhohte extrazellulare S100A8/A9 sind bei verschiedenen entzindlichen Erkrankungen
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nachweisbar und stellen einen guten Marker zur Erkennung von Entzindungen dar (Foell et al.
2004).

3.2.2.2 Calprotectin C als Biomarker der chronischen Enteropathie des Menschen

In der Humanmedizin ist Calprotectin ein sehr gut geeigneter Marker zur Diagnostik der
chronischen Enteropathie (Tibble et al. 2000a, Tibble et al. 2000b). Die fakale Messung zeigt
erhohte S100A8/A9 Werte bei Patienten mit Morbus Crohn. Zudem ermoglicht die Messung mit
hoher Sensitivitat und Spezifitat eine Unterscheidung zwischen Morbus Crohn und ,Irritable bowel
syndrome® (Reizdarmsyndrom) (Tibble et al. 2000a). Es besteht eine signifikante Korrelation
zwischen den fakalen Calprotectinwerten und dem endoskopischen und histologischen Grad der
Erkrankung (Roseth et al. 1997). Es eignet sich fur Verlaufskontrollen unter Therapie und kann
Erkrankungsruckfalle mit 80%iger Sensitivitat erkennen (Tibble et al. 2000b).

Auch die Serumkonzentrationen von Calprotectin sind bei Menschen mit IBD oft erhéht (Lugering
et al. 1995).

3.2.2.3 Calprotectin C als Biomarker der chronischen Enteropathie des Hundes

Das kanine Calprotectin konnte erstmals im Jahre 2008 aufgereinigt und teilweise charakterisiert
werden (Heilmann et al. 2008a). Ein Immunoassay fir die Quantifizierung von kaninem
Calprotectin in Serum und Kot wurde etabliert (Heilmann et al. 2008b). Bei Hunden befinden sich
die S100A8/9 produzierenden Zellen in der Lamina Propria in allen Segmenten des
Gastrointestinaltrakts (Heilmann et al. 2019).

An IBD erkrankte Hunde zeigten signifikant hohere Calprotectinwerte im Serum als gesunde
Hunde. Das Serumcalprotectin ermdglicht eine Unterscheidung zwischen kranken und gesunden
Tieren mit einer Sensitivitat von 82,4% und einer Spezifitat von 68,4%. Es konnte keine Korrelation
zwischen den klinischen Scoringsystemen oder dem histologischen Schweregrad und den
gemessenen Calprotectinwerten nachgewiesen werden (Heilmann et al. 2012).

Die fakal gemessenen Calprotectinwerte sind bei Hunden mit IBD signifikant héher als bei
gesunden Tieren (Otoni et al. 2018). Zudem zeigten Hunde mit hohem klinischen Aktivitatsscore
(CCECAI) hohere Calprotectinwerte als Patienten mit niedrigem Aktivitdtsscore. Auch die
histologischen Befunde korrelierten mit den gemessenen Calprotectinwerten im Kot (Grellet et al.
2013). Mit Hilfe der fakalen Calprotectinmessung ist aber nicht nur eine Aussage Uber den
Schweregrad der Erkrankung bei Hunden mit chronischer Enteropathie moglich, sondern auch
eine Unterscheidung zwischen IBD Hunden und Hunden mit FRE oder ARE vor Therapiebeginn.

Die kombinierte Messung von fakalem Calprotectin mit dem C-reaktiven Protein (CRP) und/ oder
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dem CCECAI erhoht die Unterscheidbarkeit zwischen diesen Erkrankungen (Heilmann et al.
2018).

3.2.3 C-reaktives Protein (CRP)

3.2.3.1 Struktur und Wirkung

Das C-reaktive Protein ist ein positives Akute-Phase-Protein. Es gehdrt zum angeborenen
unspezifischen Immunsystem und wird in der Leber gebildet. Die Synthese wird im Rahmen einer
akuten Entzindung durch Interleukin (IL)-1, IL-6 und Tumor-Nekrose-Faktor (TNF)-a vermittelt
(Hurlimann et al. 1966, Eckersall 1995).

Akute-Phase-Proteine andern ihre Serumkonzentration um bis zu 25% als Antwort auf einen
entziindlichen Stimulus. Dabei wird zwischen major, moderat und minor Akute-Phase-Proteinen
unterschieden (Ceron et al. 2005, Eckersall und Bell 2010). CRP gehdrt zu den major Akute-
Phase-Proteinen. Eine niedrige Serumkonzentration kann nach Stimulation durch eine
Entziindung sehr schnell auf hohe Serumkonzentrationen ansteigen (Eckersall und Bell 2010).
Ein Major Akute-Phase-Protein liegt bei einem gesunden Tier in einer Konzentration von <1ug/I
vor und kann innerhalb von 24-48 Stunden nach einem inflammatorischen Stimulus auf die 100
bis 1000-fache Serumkonzentration ansteigen (Eckersall und Bell 2010).

Das CRP opsonisiert nach Freisetzung aus der Leber Bakterien oder apoptotische bzw.
nekrotische Zellen, um diese flir eine Phagozytose zu markieren. Zudem kann es Uber die
Bindung an spezifischen Rezeptoren Monozyten und Makrophagen aktivieren und kann eine
Gewebemigration von neutrophilen Granulozyten verhindern (Zouki et al. 1997, Gershov et al.
2000, Pepys und Hirschfield 2003). CRP ist in der Lage, das Komplementsystem zu aktivieren
(Volanakis 1982) und ist ein unspezifischer Entzindungsmarker, welcher in Human- und
Tiermedizin groRRe klinische Bedeutung besitzt. Ein Konzentrationsanstieg ist bei den
unterschiedlichsten entziindlichen, infektidsen oder neoplastischen Erkrankungen beschrieben
(Pepys und Hirschfield 2003, Petersen et al. 2004, Ceron et al. 2005). Sowohl das Fortschreiten

einer Erkrankung als auch das Ansprechen auf die Therapie kénnen tGberwacht werden.

3.2.3.2 CRP als Biomarker der chronischen Enteropathie des Menschen
Das humane CRP ist 115 kDa grof3 und wird in der Leber, aber auch extrahepatisch gebildet
(Murphy et al. 1991, Jabs et al. 2003). Beim gesunden Menschen liegen Serumkonzentrationen

um 800 pg/L vor (Shine et al. 1981, Ford et al. 2003). Humanes CRP stellt einen sensitiven Marker
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zur Differenzierung zwischen einer aktiven IBD und anderen Erkrankungen dar. Patienten mit
Morbus Crohn weisen héhere Serumkonzentrationen auf als Patienten mit ulzerativer Colitis.
Zudem korreliert die CRP- Konzentration mit der Wahrscheinlichkeit einer chirurgischen
Versorgung bei Patienten mit Morbus Crohn (Mankowska-Wierzbicka et al. 2016). Trotz klinischer
Remission haben Patienten mit erhohten CRP-Werten ein hdheres Risiko flir Hospitalisation und
intestinale Resektion sowie perianale Chirurgie. Daher stellt es auch in der Remission einen guten
Marker zur weiteren, ggf. aggressiveren Therapieplanung dar (Oh et al. 2017). CRP korreliert

zudem gut mit dem Schweregrad der klinischen Erscheinung (Andre et al. 1981).

3.2.3.3 CRP als Biomarker der chronischen Enteropathie des Hundes

Das canine CRP wurde erstmals 1984 beschrieben. Das Molekilgewicht liegt bei 100kDA und es
besteht aus funf gleichen Untereinheiten (Homopentamer). Bereits vier Stunden nach einem
akuten Stimulus kann ein signifikanter Konzentrationsanstieg verzeichnet werden. Somit reagiert
es schneller als das humane CRP (Caspi et al. 1984).

Das mittels eines spezifischen ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) gemessene kanine
CRP ist ein nitzlicher Marker zum Monitoring des Voranschreitens der Erkrankung sowie zur
Therapiekontrolle bei Hunden mit IBD (Jergens et al. 2003, Jergens et al. 2010, Menozzi et al.
2016). Auch ein Zusammenhang zwischen dem Schweregrad der Erkrankung und den
Serumkonzentrationen des CRPs ist beschrieben (Equilino et al. 2015). Andere Studien konnten
keinen Zusammenhang zwischen klinischem Erscheinungsbild (CIBDAI), dem endoskopischen
oder dem histologischen Grad der Erkrankung sowie dem Outcome und der CRP- Konzentration
finden (Allenspach et al. 2007, McCann et al. 2007, Otoni et al. 2018). Das Fehlen eines Anstiegs
der CRP- Konzentration ist auch bei an IBD erkrankten Tieren mdglich. In einer Studie mit 11 an
IBD erkrankten Hunden wurde bei acht Hunden eine niedrige CRP-Konzentration im
Normalbereich gemessen. Nur bei drei der 11 Hunde konnte ein Anstieg der CRP-Konzentration

verzeichnet werden (Perez-Merino et al. 2015).

3.2.4 N-Methylhistamin

3.2.4.1 Struktur und Wirkung
Das N-Methylhistamin (NMH) ist ein Marker fir Mastzelldegranulation und stellt eine stabile Form
des Histamins dar. Histamin wird durch die Degranulation von Mastzellen im Rahmen einer

Entziindung freigesetzt. Es wird durch die N-Methyltransferase in die stabile Form, das N-
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Methylhistamin umgebaut (Schayer 1959, Steiner 2014). Es scheint einen Einfluss auf die

Pathophysiologie und das klinische Erscheinungsbild der IBD zu haben.

3.2.4.2 N-Methylhistamin als Biomarker der chronischen Enteropathie des Menschen
Menschen mit IBD weisen vor allem in entziindeten Bereichen eine hdohere Anzahl intestinaler
mukosaler Mastzellen auf (Dvorak 1980, Andoh et al. 2006). Die Sekretionsrate von Histamin ist
bei Patienten mit Morbus Crohn im Vergleich zu gesunden Probanden erhéht. Die Hohe der
Sekretion ist mit der Aktivitat der Erkrankung vereinbar (Knutson 1990).

Menschen mit aktivem Morbus Crohn oder Colitis ulcerosa weisen héhere NMH-Werte im Urin
auf als gesunde Patienten. Es besteht eine signifikante Korrelation zwischen den gemessenen
NMH-Werten im Harn, dem endoskopisch festgestellten Schweregrad und dem Klinischen
Aktivitatsindex der Erkrankungen (Weidenhiller et al. 2000, Winterkamp et al. 2002).

3.2.4.3 N-Methylhistamin als Biomarker der chronischen Enteropathie des Hundes

Mittels einer Gas-chromatographischen Massenspektrometrie ist die NMH- Messung auch beim
Hund moglich. Hierbei kbnnen Kot, Urin und Serum als Probenmaterial genutzt werden (Ruaux et
al. 2009, Heilmann und Steiner 2018). Uber die Anzahl der Mastzellen im Darm bei Hunden mit
IBD gibt es verschiedene Aussagen. Eine Studie zeigte eine héhere Anzahl von Mastzellen im
Darm von an IBD erkrankten Hunde im Vergleich zu gesunden Kontrollhunden auf (Locher et al.
2001). German et al. beschrieben 2001 eine niedrigere Anzahl von Mastzellen im Darm von
Hunden mit IBD im Vergleich zu Hunden mit ARE und gesunden Hunden (German et al. 2001).
Die NMH-Werte in Urin und Kot waren bei einigen Hunden mit chronischer Enteropathie erhdht
(Berghoff et al. 2014).

Eine Korrelation zwischen NMH-Werten in Harn und Kot von Hunden mit chronischer Enteropathie
und den endoskopischen Ergebnissen im Duodenum, dem histologischen Schweregrad oder der
klinischen Aktivitat der Erkrankung lag nicht vor. Hunde, die eine immunsuppressive Therapie
bendtigen, hatten eine signifikant niedrigere Anzahl an Mastzellen im Duodenum als Hunde der
FRE- bzw. ARE- Gruppe (Anfinsen et al. 2014). Beim norwegischen Lundehund und dem Soft-
Coated Wheaten Terrier konnten bei chronischen gastrointestinalen Erkrankungen erhéhte NMH-
Werte im Kot festgestellt werden (Vaden et al. 2000, Berghoff 2008).

Im Urin gemessene NMH-Werte von Hunden mit chronisch gastrointestinalen Erkrankungen
hatten eine positive Assoziation mit dem histologischen Grad der Erkrankung und der Serum-
CRP-Konzentration. Es zeigte sich keine Korrelation zum Aktivitatsindex der Erkrankung
(CCECAI) oder der mukosalen Mastzellanzahl (Berghoff et al. 2014).
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4 Ziele der Studie

Ziele dieser prospektiven Studie waren, mehrere ausgewahlte Biomarker im Blut und Kot von
Hunden mit chronischen Enteropathien diatetischen und idiopathischen Ursprungs zu bestimmen
um jene Marker zu identifizieren, die allein oder in Kombination von diagnostischem und /oder
prognostischem Nutzen sind. Hintergrund der parallelen Bestimmung mehrerer Biomarker war
dass die ausgewahlten Parameter in vorhergehenden Studien nur einzeln bei den Patienten
untersucht wurden. Studien zur kombinierten Bestimmung aller hier untersuchten Biomarker in
Serum und Kot liegen jedoch nicht vor und kénnten flir die Diagnostik und Prognostik von
Interesse sein. Bei den zu untersuchenden Markern handelte es sich um die Proteine C-reaktives
Protein, S100A12, Calprotectin und N-Methylhistamin. Uberpriift werden sollte, ob durch die
alleinige oder kombinierte Messung der Biomarker eine friihzeitige Diagnosestellung ermdglicht
werden kann. Dies konnte die kosten- und =zeitintensive Diagnostik vereinfachen. Die
diagnostische Aufarbeitung und Therapie kdnnten so schnellstmoéglich entsprechend angepasst
werden. Zudem sollte die Beziehung der Biomarker zu anderen, bereits etablierten
Routinelaborparametern und dem klinischen Aktivitatsscore CIBDAI betrachtet werden, um zu
ermitteln, ob die Diagnosestellung und die Einschatzung des Schweregrades der Erkrankung

durch die Hinzuziehung der Biomarker-Konzentrationen vereinfacht werden kann.
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Il Material und Methoden

Im Zeitraum von Mai 2015 bis Marz 2018 wurden an der Klinik fiir kleine Haustiere der Freien
Universitat Berlin Serum- und Kotproben von Hunden gesammelt, die anamnestisch mindestens
3 Wochen persistierende oder intermittierende gastrointestinale Symptome aufwiesen. Die
Probengewinnung diente ausschlieRlich diagnostischen Zwecken und erfolgte im Rahmen der
routinemafRligen Aufarbeitung der Patienten. Daher war eine Tierversuchsanzeige nicht
notwendig. Es erfolgte die Durchfiihrung eines vorher festgelegten Untersuchungs- und
Behandlungskonzeptes, welches im Verlauf genauer beschrieben wird. Im Rahmen des
Studiendesigns wurden Verlaufskontrollen der Hunde zu definierten Zeitpunkten vorgenommen.
Sowohl bei Erstvorstellung als auch bei Verlaufskontrolle oder Therapiewechsel wurden Kot- und
Serumproben zur spateren Messung der ausgewahlten Biomarker gesichert.

Die Aufzeichnung der Patientendaten erfolgte mit Hilfe des Datenverwaltungsprogrammes
Vetera ® (GP. Software, Eltville am Rhein, Deutschland). Alle Patientendaten von Tieren mit
chronisch-entziindlicher Enteropathie wurden mit Microsoft® Office Excel® 2011 erfasst. Dabei
wurden Daten wie Kdrpergewicht, Alter und Laborergebnisse numerisch aufgenommen. Daten
mit beschreibendem Charakter wie Rasse, Geschlecht, Befunde durchgefihrter Untersuchungen

oder das Ansprechen auf Therapie wurden kodiert und anschlief3end statistisch ausgewertet.

1 Beschreibung der Patientenpopulation

1.1 Einschlusskriterien
In die prospektive Studie wurden Hunde aufgenommen, die in der Klinik fur kleine Haustiere der
Freien Universitat Berlin vorgestellt wurden und an chronisch persistierenden oder chronisch
intermittierenden gastrointestinalen Symptomen diatetischen (FRE) oder idiopathischen
Ursprungs (ARE, IBD) litten.
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1.2 Ausschlusskriterien

Aus der Studie ausgeschlossen wurden Patienten mit persistierenden oder chronisch
intermittierenden gastrointestinalen Symptomen, die durch andere primére oder sekundare
Ursachen wie Infektionen, Erkrankungen der Bauchspeicheldrise, Endokrinopathien, Tumore

oder andere systemische Erkrankungen ausgeldst wurden.

1.3 Allgemeines Untersuchungskonzept

Von allen eingeschlossenen Hunden wurden Daten zu Signalement, Anamnese und der
allgemeinen klinischen Untersuchung sowie weiteren speziellen klinischen Untersuchungen des
Gastrointestinaltrakts erhoben. Weiterhin wurden bildgebende sowie hamatologische,
blutchemische und serologische Diagnostiken durchgefihrt. Eine Kotuntersuchung musste bei
jedem Patienten vorhanden sein. Zum Teil wurden endoskopische Untersuchungen oder
Probelaparotomien zur Entnahme von  Gewebeproben durchgefuhrt. Bei den
Verlaufsuntersuchungen wurden Informationen Gber den Krankheitsverlauf und das Ansprechen

auf eine bestimmte Therapie aufgezeichnet.

1.4 Signalement

Dokumentiert wurden: Alter, Rasse, Korpergewicht, Geschlecht.

Bei allen Tieren wurde bei Erstvorstellung und im Verlauf der Body Condition Score (BCS)
bestimmt (Laflamme 1997) (Tab.1).

Tabelle 1: Body Condition Score (Laflamme 1997).

BCS 1 (Dunn/Kachektisch) Rippen, Wirbelsdule und Beckenknochen gut
zu sehen (auch aus Distanz)
Kein Kdrperfett

Deutlicher Verlust von Muskelmasse

BCS 2 (Untergewichtig) Rippen gut sichtbar und tastbar
Beckenknochen stehen hervor

Deutliche  Taille und  hochgezogene
Bauchlinie

BCS 3 (Idealgewicht) Rippen tastbar
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Taille von oben gut sichtbar

Leicht hochgezogene Bauchlinie

BCS 4 (Ubergewichtig) Rippen schwer tastbar, durch Fett Gberdeckt
deutliche Fetteinlagerungen auf Rulcken/
Schwanzansatz

Taille kaum sichtbar

BCS 5 (Adipds) Rippen nicht tastbar und massiv von Fett
bedeckt

massive Fetteinlagerungen auf Rucken/
Schwanzansatz

Keine Taille, gerade Bauchlinie

1.5 Anamnese

Bei den Patienten wurde eine vollstandige Anamnese erhoben. Hierbei wurden besonders
Krankheitsdauer, Krankheitsverlauf, Krankheitserscheinungen, Vorbehandlungen, Haltung und
Fatterung des Tieres sowie Impf- und Entwurmungsstatus erfragt. Zudem wurde eine Erhebung
des Canine Inflammatory Bowel Disease Activity Index (CIBDAI) durchgefihrt. Weitere klinisch
relevante Symptome wie fakaler Mukus, Hamatochezie, Meldana, Hamatemesis, Tenesmus,
Flatulenzen, Borborygmen und abdominaler Schmerz wurden beurteilt. Aus der Anamnese
wurden Angaben zur eventuellen Diatfltterung vor Therapiebeginn sowie eine Vorbehandlung mit
Medikamenten gesammelt. Eine eventuelle Vorbehandlung mit einem Antibiotikum oder einem
immunsuppressiven Medikament musste mindestens vier Wochen vor Erstvorstellung
abgeschlossen gewesen sein. Zum Zeitpunkt des Studieneinschlusses wurde kein Hund
antimikrobiell oder immunsuppressiv therapiert. Weiterhin wurde die Lokalisation der

gastrointestinalen Symptomatik evaluiert.

1.6 Klinische Untersuchung

Die klinische Allgemeinuntersuchung umfasste die Parameter Schleimhautfarbe,
Schleimhautfeuchte, kapillare Fullungszeit, Atem- und Herzfrequenz, Auskultation von Herz und
Lunge, Palpation des Abdomens und der tastbaren Lymphknoten sowie die Messung der rektalen

Korpertemperatur.
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1.7 Aktivitatsindex

Bei allen Patienten wurde bei Erstvorstellung und im Verlauf ein klinischer Aktivitatsindex
bestimmt. Hierzu wurde der Canine Inflammatory Bowel Disease Activity Index (CIBDAI) genutzt
(Tab. 2). Dieser beinhaltet die Parameter Aktivitat, Appetit, Vomitus, Kotkonsistenz,
Kotabsatzfrequenz und Gewichtsverlust. Dieser urspriinglich fiir die IBD des Hundes entwickelte
Aktivitatsindex eignet sich gut zur Einstufung des Schweregrades chronischer Enteropathien
(Jergens et al. 2003). Wenn mdglich wurde auch der Canine Chronic Enteropathy Clinical Activity

Index (CCECAI) genutzt. Dieser beinhaltet zusatzlich zu den oben genannten Kriterien noch die

Parameter Juckreiz, Aszites/Odeme und Albuminkonzentration im Serum (Allenspach et al. 2007).

Tabelle 2: CIBDAI/CCECAI (Jergens et al. 2003, Allenspach et al. 2007a).

Parameter CIBDAI CCECAI

Aktivitat 0= normal

0= normal

1= geringgradig reduziert
2= mittelgradig reduziert
3= hochgradig reduziert

1= geringgradig reduziert
2= mittelgradig reduziert
3= hochgradig reduziert

2= 2-3x/ Woche
3= >3x/\Woche

Appetit 0= normal 0= normal
1= geringgradig reduziert 1= geringgradig reduziert
2= mittelgradig reduziert 2= mittelgradig reduziert
3= hochgradig reduziert 3= hochgradig reduziert
Erbrechen 0= kein 0= kein
1= 1x/Woche 1= 1x/Woche

2= 2-3x/ Woche
3= >3x/\Woche

Kotkonsistenz

0= normal geformt
1= weich, ungeformt

2= sehr weich, breiig

0= normal geformt
1= weich, ungeformt

2= sehr weich, breiig

3= wassrig 3= wassrig
Kotabsatzfrequenz 0= 1x/Tag 0= 1x/Tag
1= 2-3x/Tag 1= 2-3x/Tag
2=4-5x/Tag 2=4-5x/Tag
3=>5x/Tag 3=>5x/Tag
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Gewichtsverlust

0= kein
1=<5%
2=5-10%
3=>10%

0= kein
1=<5%
2=5-10%
3=>10%

Albumin (g/L)

0=>20
1=15-19,9
2=12-149
3=<12

Aszites/Odeme

0= kein

1= geringgradig
2= mittelgradig
3= hochgradig

Juckreiz

0= kein
1= selten
2= regelmalRig

3= wacht davon auf

Auswertung (Summe
Punkte)

der

0-3 klinisch nicht signifikant

4-5 milde Enteropathie

6-8 moderate Enteropathie

9-11 schwere Enteropathie

> 12 sehr schwere Enteropathie

1.8 Charakterisierung der Diarrho

Es wurden Informationen Uber die Kotbeschaffenheit gesammelt. Mittels der Parameter
Kotkonsistenz, Kotabsatzfrequenz, Kotmenge, Tenesmus, Gewichtsverlust, Schleim- oder
Blutbeimengungen im Kot oder Melana konnte die Lokalisation des betroffenen Darmabschnittes

definiert werden (Hall und German 2010). Dabei wurde zwischen folgenden Lokalisationen

unterschieden:
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- Dinndarmdurchfall:  durch  Gewichtsverlust, erhohtes Kotvolumen, normale
Absatzfrequenz charakterisiert (Hall und German 2010)

- Dickdarmdurchfall: durch Tenesmus, Schleimbeimengungen, erhéhte Absatzfrequenz
charakterisiert (Hall und German 2010)

- Mischformen

1.9 Blutuntersuchung

Eine Blutuntersuchung wurde bei allen Probanden bei Erstvorstellung und im Verlauf
durchgefiihrt. Die Verlaufsuntersuchungen beschrankten sich zum Teil auf eine reduzierte Anzahl
ausgewahlter Parameter, die in der vorherigen Kontrolle von der Norm abwichen oder dem
Monitoring der Erkrankung dienten.

Die Blutentnahme erfolgte durch Punktion der Vena cephalica dexter/sinister, der Vena saphena
lateralis dexter/sinister oder der Vena jugularis dexter/sinister. Das Blut wurde in EDTA- und
heparinisierten bzw. mit Citratplasma-versetzten Blutrdhrchen sowie Serumblutréhrchen
aufgefangen.

Die Untersuchungen des Blutbildes und der Blutchemie erfolgten in der Klinik fiir kleine Haustiere
der Freien Universitat Berlin. Die genutzten Referenzbereiche sind in Tabelle 3 dargestellt. Die
hamatologische Untersuchung erfolgte am Sysmex®XT-2000i Hdmatologiesystem (Firma Sysmex
GmbH, Norderstedt, Deutschland). Eine Differenzierung der Leukozyten erfolgte zumeist durch
das manuelle Auszahlen von 100 nach Pappenheim gefarbten weilten Blutzellen. Aus diesem
ermittelten relativen Anteil wurde unter Berlicksichtigung der Gesamtleukozytenzahl die absolute

Zellzahl der einzelnen Leukozytenfraktionen berechnet.

Tabelle 3: Referenzwerte der Hamatologie (Klinik fiir kleine Haustiere, Freie Universitat

Berlin).
Parameter Referenz Einheit
WBC (Leukozyten) 6,000-12,000 /ul
RBC 5,9-8,3 T/
Hamoglobin 14,7- 19,9 g/dl
Hamatokrit 0,40- 0,55 I/l
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MCV 62-72 fl
MCH 22-25 pg
MCHC 32- 36 g/dl
Thrombozyten 165- 400 G/
Neutrophile Granulozyten 3,000- 9,000 ful
Eosinophile Granulozyten <600 ful
Lymphozyten 1,000- 3,600 ful
Monozyten <500 /ul

RBC, Anzahl roter Blutzellen; MCV, mittleres korpuskulares Volumen; MCH, mittleres

korpuskulares Hamoglobin; MCHC, mittlere korpuskuladre Hamoglobinkonzentration

Die blutchemische Untersuchung umfasste folgende Parameter: Elektrolyte (Natrium, Kalium,
Kalzium (gesamt), Phosphor, Chlorid), Glukose, Kreatinin, Harnstoff, Alanin-Aminotransferase
(ALT), Aspartat-Aminotransferase (AST), alkalische Phosphatase (AP), Bilirubin, Protein,
Albumin, Blutglukose (Tab.4). Die Messungen wurden am Kone Lab prime 60 (Firma Thermo

Fisher Scientific Inc., Vantaa, Finnland) aus Heparin-Plasma durchgefiihrt.

Tabelle 4: Referenzwerte der blutchemischen Untersuchung (Klinik fur kleine Haustiere,

Freie Universitat Berlin).

Parameter Referenz Einheit
Natrium 140- 150 mmol/l
Kalium 3,6-4,8 mmol/|
Kalzium gesamt 25-29 mmol/|
Phosphor 0,96- 1,6 mmol/|
Chlorid 100- 113 mmol/I
Glukose 45-6,2 mmol/|
Harnstoff 3,5-10 mmol/|
Kreatinin < 20kg KGW 53- 106 pgmol/|
> 20kg KGW 53-124
Protein 54- 66 g/l
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Albumin 28- 36 g/l
ALT <76 u/l
AP <97 u/l
AST <41 u/l
Bilirubin <5,1 pgmol/l

KGW: Kdrpergewicht

Die Bestimmung des Basalcortisols und des Cobalaminspiegels im Serum erfolgte durch Laboklin
(Labor fur klinische Diagnostik GmbH & Co. KG Bad Kissingen). Bei einem Basalcortisol unter
20ng/ml wurde zum Ausschluss eines Morbus Addison (Hypoadrenokortizismus) ein ACTH-
Stimulationstest durchgefiihrt. Hierzu wurde ein Venenzugang (Vasofix®Braunile® (20 oder 22
Gauge), B. Braun, Deutschland) in die Vena cephalica dexter/ sinister oder die Vena saphena
lateralis dexter/ sinister gelegt. Zum Zeitpunkt null wurde ein 4-ml-fassendes Serumrdhrchen mit
mindestens 0,5ml Vollblut gefiillt (Basalwert) und im Anschluss 5ug/kg ACTH (Synacthen®,
Alfasigma S.p.A., Italien) intravends injiziert. Nach einer Stunde wurde eine zweite Blutentnahme
mit einem Serumrdéhrchen durchgefuhrt (Stimulationswert). Nur Hunde mit einem sicher
ausgeschlossenen Hypoadrenokortizismus wurden in die Studie aufgenommen.

Messungen der spezifischen kaninen Pankreaslipase (cPLI®) sowie die Trypsin-like
Immunoreactivity (TLI®) wurden bei IDEXX Vet-Med+Labor GmbH (Division of IDEXX Laboratories
Inc., Ludwigsburg, Deutschland) durchgefiihrt.

1.10 Kotuntersuchung

Eine Sammelkotprobe von 3 Kotabsatzen jedes Probanden wurde durch die Firma Laboklin
mittels Flotation und Sedimentation auf Wurmeier sowie auf Giardien- Antigene mittels Sandwich-
Enzymimmunoassay untersucht. Hunde mit einem positiven kotparasitologischen Befund wurden
aus der Studie ausgeschlossen. In Verdachtsfallen (hamorrhagischer Dickdarmdurchfall (Palm
2014) wurde zudem eine rektale Schleimhautprobe mittels Zytobrush entnommen, mit

Hamatoxylin-Eosin gefarbt und auf Prototheken untersucht.

1.11 Bildgebende Diagnostik

Die bildgebende Diagnostik wurde bei allen Hunden zum Ausschluss verschiedener

Differentialdiagnosen chronischen Durchfalls durchgefiihrt. Eine réntgenologische Untersuchung
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des Thorax und Abdomens erfolgte in latero-lateraler sowie ventro-dorsaler Lagerung mittels
Philips Optimus 50/65/80 Version 3.x (Firma: Philips Medical Systems DMC GmbH, Hamburg).
Die ultrasonographische Untersuchung des Abdomens wurde am LOGIQ P6 oder LOGIQ S7
Expert (Firma GE Medical Systems, Milwaukee, Wisconsin, USA) mittels linearem oder konvexem
Schallkopf durchgefiihrt. Es wurde vor allem auf die Darmwandschichtung, die Dicke der
Darmwande, die Echogenitat und eventuell vergroRerte mesenteriale Lymphknoten geachtet und

die Befunde dokumentiert.

1.12 Endoskopie und Biopsieentnahme

Die endoskopische Untersuchung des Magens, Duodenums und Kolons wurde an der Klinik fir
kleine Haustiere der Freien Universitat Berlin durch einen erfahrenen Internisten durchgefiihrt. Die
Patienten befanden sich zum Zeitpunkt der endoskopischen Untersuchung in
Allgemeinanasthesie. Je nach Grofle des Patienten wurde ein flexibles Gastroskop 60714 PK
oder 60118 PKS der Firma Storz genutzt (KARL STORZ SE & Co. KG, Tuttlingen, Deutschland).
Auch die flexiblen Gastroskope der Firma Pentax EG 2470K und V5B2900 wurden in Einzelfallen
verwendet (PENTAX Europe GmbH, Hamburg). Zur Probenentnahme wurde eine |6ffelférmige,
ovale Biopsiezange mit Dorn und Fenster oder eine [6ffelférmige, ovale, gezahnte Biopsiezange
genutzt (KARL STORZ SE & Co. KG, Tuttlingen, Deutschland).

Informationen zur Schleimhautbeschaffenheit, Auflagerungen sowie Zubildungen auf der
Schleimhaut, Erosionen und eventuell auftretenden Blutungen vor und nach der Probenentnahme
wurden dokumentiert. Es wurden mehrere Proben aus den untersuchten Abschnitten Magen,
Duodenum und Kolon entnommen. Diese wurden erst in eine Petrischale mit steriler
Kochsalzlésung verbracht und anschliefend in einer 7%igen Formalinlésung fixiert.
Vollschichtbiopsien, die durch eine Probelaparotomie entnommen wurden, wurden direkt in 7%ige

Formalinldsung eingelegt.

1.13 Histologische Untersuchung

Alle Proben wurden am Institut fir Tierpathologie der Freien Universitat Berlin untersucht. Die
Proben wurden schichtweise aufgearbeitet. Die Kriterien: Lokalisation, Anzahl und Grole der
entnommenen Proben, Entzlindungscharakter sowie der Schweregrad der Entziindung und das
Vorliegen von Neoplasien oder Lymphangiektasien wurden flr jeden beprobten

Magendarmabschnitt festgehalten.
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2 Probenmaterial

2.1 Proben

Von den eingeschlossenen Patienten wurden Serum- und Kotproben gesammelt. Die
Blutentnahme erfolgte im Rahmen der routinemaRigen Diagnostik und Kontrolle der Patienten.
Die Kotproben wurden nach spontanem Absatz am Tag der Kontrolle durch den Besitzer
eingesammelt und zum Termin mitgebracht. Serum- und Kotproben wurden gepaart an einem
Tag gesammelt. Im Falle eines nicht stattgefunden Kotabsatzes, wurde die Kotprobe durch die
Besitzer schnellstméglich innerhalb weniger Tage in die Klinik fur kleine Haustiere gebracht oder

durch rektale Palpation am Vorstellungstag entnommen.

2.2 Aufarbeitung der Proben

Um Serum zu gewinnen, wurde Blut in einem Probenrdhrchen mit Gerinnungsaktivator (Fa.
Sarstedt AG & Co, Nimbrecht) aufgefangen. Es schloss sich eine 30-minutige Gerinnungszeit bei
Raumtemperatur (20-25°C) an. Die Serumproben wurden im Anschluss in einer Labofuge™400
(Thermo Scientific™ Heraeus™ Labofuge™400 Tischzentrifuge, Firma Fisher Scientific GmbH,
Schwerte) bei 2383 x g (Beschleunigungsgrofde) fir 5 Minuten zentrifugiert. Das Serum wurde
anschlief3end in ein frisches Eppendorf-Gefall (Reagiergefal® 1,5 ml, Sarstedt, Fa. Sarstedt AG &
Co, NUmbrecht) pipettiert und bei -20°C eingefroren. Die Kotproben wurden direkt bei -20°C

eingefroren.

2.3 Beprobungszeitraum

Alle Patienten wurden bei Erstvorstellung beprobt. Weitere Verlaufsproben wurden in den Wochen
eins bis drei nach Erstvorstellung sowie bei Therapiewechsel genommen. Die Letztvorstellung
erfolgte zwei bis neun Wochen nach dem jeweils letzten Therapiewechsel und stellte den letzten
Beprobungszeitpunkt dar. Die Haufigkeit und Regelmaligkeit der Untersuchung und damit auch
der Probenentnahme war abhangig vom Grad der Besitzercompliance und der gestellten

Diagnose bzw. dem Schweregrad der Erkrankung.
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2.4 Versand der Proben

Der Probenversand an das Gl Lab der Texas A&M Universitat erfolgte dreimal im
Studienzeitraum. Die Proben wurden zum Versand auf Trockeneis gelagert und mittels

Expressversand verschickt.

3 Messung der Biomarker

Die Messung aller Biomarker erfolgte im Gl Lab der Texas A&M Universitat, nach der jeweils
etablierten Methodik (Tab. 5).

Tabelle 5: Genutzte Methodik der Messung der Biomarker in Serum und Kot.

Biomarker Test RB Einheit | Literatur

Serum S100A12 ELISA 56- 331 pg/L (Heilmann et al. 2016a).
Serum Calprotectin ELISA 0,9-11,9 mg/L (Heilmann et al. 2011b)
C-reaktives Protein* ELISA 2,5-7,6 mg/L (Berghoff et al. 2006)
Serum N- Methylhistamin | GCMS - (Ruaux et al. 2009)
Fakales S100A12** ELISA 3-610 ng/g (Heilmann et al. 2016a)
Fakales Calprotectin ELISA 3.2-65.4 ug/g (Heilmann et al. 2008)
Fakales N-Methylhistamin | GCMS 5.3-253.9 | ng/g (Ruaux et al. 2009)

RB: Referenzbereich; ELISA: Enzyme-linked immunosorbent  assay; GCMS
Gaschromatographie-Massenspektrometrie

*(ELISA) der Firma Tri-Delta Phase (Tri-Delta Diagnostic, Boonton Township, NJ)

**Das genutzte Assay scheint keine Kreuzreaktivitdit zu S100A8/A9 in Serum oder Kot

aufzuweisen (Heilmann et al. 2011a).

4 Diagnosestellung

Das angewendete Schema zur Diagnosestellung und weiteren Differenzierung der chronischen
Enteropathie des Hundes in der vorliegenden Studie bestand aus (1) einer mindestens zwei bis
3-wochigen Eliminationsdiat und bei Bedarf einer (2) mindestens zweiwdchigen Gabe eines
Antibiotikums (Metronidazol), bevor eine Beprobung der Magendarmschleimhaut mit

anschlielender immunsuppressiver Therapie durchgefiihrt wurde. Die genauen Schritte sind den
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Kapiteln 4.1-4.3 zu entnehmen. Nur bei sehr schweren Erkrankungsformen mit starken
Abweichungen der Laborergebnisse (Hypoalbuminadmie, Panhyproteinamie) durfte von dem

Schema abgewichen werden.

4.1 Futter- responsive Enteropathie

Um die Diagnose einer FRE zu stellen, erhielt der Patient eine strenge Eliminationsdiat. Hierbei
konnte sowohl eine konventionelle Diat (Hill's z/d™) oder auch eine selbstgekochte Diat mit einer
bis dahin fur den Hund unbekannten Proteinquelle (Pferd, Straul3, Rentier u.a.) verwendet
werden. Die Diat musste konsequent Uber mindestens 4-8 Wochen verabreicht werden. Im Falle
einer FRE kam es zu einer deutlichen Verbesserung der Symptome bzw. zu einer Symptomfreiheit
innerhalb der ersten zwei bis drei Wochen der Eliminationsdiat. Bei ausbleibender Besserung der
Klinik aber gutem Allgemeinbefinden des Hundes wurde ein Diatwechsel angestrebt. Auf eine
anschlielende Provokation durch die Fitterung des urspringlichen Futters wurde auf
Besitzerwunsch jedoch verzichtet. Zur unterstlitzenden symptomatischen Therapie wurden
Medikamente wie Metamizol (Analgesie), Omeprazol (Magenschutz), Cyanocobalamin,

Maropitant oder Metoclopramid (Antiemetikum) sowie Flohsamenschalen verwendet.

4.2 Antibiotika- responsive Enteropathie

Bei ausbleibender Besserung durch eine Ausschlussdiat, Verschlechterung des klinischen Bildes
oder Wiederauftreten der Symptome im Rahmen der Diat wurde die Therapie um ein Antibiotikum
erganzt. Es erfolgte die orale Gabe von Metronidazol 10mg/kg zweimal taglich. Die Diat wurde
weiterhin verabreicht. Es sollte zu einer zeitnahen, innerhalb von 14 Tagen, Verbesserung der
klinischen Symptomatik kommen. Zur unterstitzenden symptomatischen Therapie wurden
Medikamente wie unter 4.1 aufgefihrt verwendet. Zu Beginn der Studie wurde die, nach neuster
Literatur empfohlene (Cerquetella et al. 2020), probiotische Therapie noch nicht routinemaRig

eingesetzt.

4.3 Inflammatory Bowel Disease

Bei ausbleibender Besserung der Symptome, sowie Wiederauftreten der Symptomatik unter oder
nach der Therapie mit einem Antibiotikum und der Eliminationsdiat oder Verschlechterung des
Allgemeinzustandes des Patienten wurde den Besitzern zu einer Gastroduodeno- und

Kolonoskopie geraten. In drei Fallen wurde zur Beprobung der gastrointestinalen Schleimhaut
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eine Probelaparotomie durchgefihrt, da fir diese Hunde ein chirurgischer Eingriff
(Ovarhysterektomie, Entfernung eines kryptorchiden Hodens) geplant war. Nach der
Probengewinnung wurde die Therapie um ein immunsuppressives Medikament erganzt. Es
erfolgte in der Regel die Gabe von 0,5-1mg/kg Prednisolon einmal taglich. Wenn notwendig wurde
die immunsuppressive Therapie um Ciclosporin 5mg/kg einmal taglich erganzt. Die Diagnose IBD
wurde auf Grund der histopathologischen Befunde erhoben. Zur unterstiitzenden
symptomatischen Therapie wurden Medikamente wie unter 4.1 aufgeflihrt verwendet. Bei einigen

Patienten kam zusatzlich ein Probiotikum (SIVOMIXX™, Acom Healthcare) zum Einsatz.

5 Therapieerfolg/Remission

Der Therapieerfolg wurde mittels Kontrolluntersuchungen verifiziert. Hierfliir wurden Daten zum
Allgemeinbefinden des Patienten, der Gewichtsverlauf, klinische Symptome, der konsequenten
Gabe von Eliminationsdiat und/oder Medikamenten und der CIBDAI erhoben.

Zur Einschatzung der Remission wurde folgendes Schema genutzt (Jergens et al. 2010):

- vollstandige Remission: CIBDAI Besserung uber 75% oder keine klinischen Anzeichen

- partielle Remission: CIBDAI Besserung von 25- 75%, Verbesserung der klinischen
Anzeichen

- ausbleibende Remission: CIBDAI Besserung unter 25%, keine Verbesserung ggf.

Verschlechterung der klinischen Anzeichen

6 Verlaufsmessungen und Therapiewechsel

Fir die Verlaufsmessungen der untersuchten Biomarker wurden Daten von 30 Hunden
ausgewertet. Die Erstuntersuchung stellte den ersten Untersuchungszeitpunkt dar. Die
Verlaufskontrolle fand 7-21 Tage nach der Erstuntersuchung statt. Die Letztuntersuchung wurde
2-9 Wochen nach dem letzten Therapiewechsel durchgefihrt (Hunde mit FRE 2-7 Wochen,
ARE/IBD- Hunde 3-9 Wochen).

Daten zum Therapiewechsel wurden von elf Hunden ausgewertet. Die Serum- und Kotproben vor
Therapiewechsel sind zum Zeitpunkt der Umstellung der Medikamente entnommen worden. Nach
zwei bis acht Wochen fand eine erneute Probenentnahme statt. Diese gemessenen Werte wurden

zur Auswertung der Biomarker nach Therapiewechsel genutzt.
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7 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde mittels SPSS®Version 23 (SPSS, Chicago; lllinois, USA)
durchgeflihrt. Zuerst wurden die metrischen Daten mittels Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung
Uberprift. Diese Daten wurden dann mittels Median sowie Minimum und Maximum beschrieben.
Blutwerte wurden mittels Median, Minimum, Maximum und Anzahl der vom Referenzbereich
abweichenden Daten beschrieben. Kategorielle Daten wurden als Anzahl (n) und Prozente
angegeben. Konzentrationen des C-reaktiven Proteins <2,5mg/dL wurden zur statistischen
Auswertung auf 2,5mg/dL gesetzt.

Da keine Normalverteilung der Daten vorlag, wurden zur Uberprifung eventueller
Zusammenhange zwischen kategoriellen Daten nicht-parametrische Tests wie der Chi-Quadrat-
Test bzw. Fisher-Exakt-Test verwendet. Zum Vergleich der Mediane zwischen den Krankheits-
oder Remissionsgruppen wurde der Kruskal-Wallis-Test (bei drei Gruppen) und der Mann-
Whitney-U-Test (bei zwei Gruppen) genutzt. Die statistische Signifikanz wurde auf p< 0,5
festgelegt. Um Korrelationen zwischen den Parametern zu Uberprifen, wurde ein nicht-
parametrischer Spearman-Test genutzt. Der Spearman p- Wert (rs) wurde als perfekte (1), sehr
starke (0,9- 1), starke (0,7- 0,9), mittlere (0,5- 0,7), schwache (0,2- 0,5), sehr schwache (0- 0,2)

oder keine (0) Korrelation beschrieben. Die grafische Darstellung der Daten erfolgte mittels

GraphPad Prism® Version 8 (GraphPad Software, San Diego, Kalifornien, USA).
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IV Ergebnisse

1. Teil 1: Beschreibung der Patientenpopulation

Im Zeitraum von Marz 2015 bis Marz 2018 wurden 32 Hunde in die Studie aufgenommen. Die
ausgewahlten Patienten zeigten seit mindestens 3 Wochen intermittierende oder persistierende
gastrointestinale Beschwerden. Folgende Diagnosen konnten bei den Hunden gestellt werden:
FRE (n=11), ARE (n=9) sowie IBD (n=12). Es konnten jeweils Serum- und Kotproben gewonnen
werden. Bei der Mehrzahl der Hunde (30/ 32, 93,7%) wurden Verlaufsuntersuchungen
durchgefiihrt und dokumentiert. Zwei Hunde wurden nur mit den Proben der Erstuntersuchung

eingeschlossen.

1.1 Signalement

Es wurden Alter, Geschlecht, Rasse und Gewicht ausgewertet (Tab. 6). Das Alter bei
Erstvorstellung lag im Median bei 3,5 Jahren (Altersspanne: 6 Monate- 14 Jahre). Im Vergleich
der Krankheitsgruppen waren die Hunde der ARE-Gruppe im Median (medianes Alter: 3,0 Jahre)
junger als die Hunde der FRE- (medianes Alter: 4,0 Jahre) und IBD- Gruppe (medianes Alter: 4,5
Jahre). Die Altersunterschiede waren im Krankheitsgruppenvergleich nicht signifikant (p= 0,748).
Es wurden keine signifikanten Altersunterschiede zwischen den Geschlechtern (p= 0,250)
festgestellt. Das Geschlechterverhaltnis der Hunde war ausgeglichen (weiblich intakt, 9/ 32,
28,1%; weiblich kastriert, 7/ 32, 21,9%; méannlich intakt, 10/ 32, 31,3%; mannlich kastriert, 6/ 32,
18,8%).

In die vorliegende Studie wurden 22 verschiedene Hunderassen eingeschlossen, wobei
Mischlingshunde unterschiedlicher Gewichtsklassen am haufigsten vorgestellt wurden (11/ 32,
34,3%), gefolgt von Pudel, Franzdsischer Bulldogge, Cocker Spaniel und Labrador (2/ 32, 6,3%).
Einmal vertreten (je 1/ 32, 3,1%) waren: Rauhaarteckel, Leonberger, Coton de Tulear,
Zwergkurzhaarteckel, Hollandse Herdershond, Boston Terrier, sibirischer Husky, Cocker Spaniel,
Labradoodle, Airedale Terrier, Chihuahua, Mops, Deutscher Schaferhund, Border Collie und
Bolonka Zwetna. Die Diagnose IBD wurde vor allem bei Mischlingshunden der unterschiedlichen

Gewichtsklassen (5/ 32, 15,6%) sowie bei beiden Cocker Spanieln gestellt. Ein signifikanter
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Unterschied zwischen den Krankheitsgruppen hinsichtlich der Hunderassenverteilung konnte
nicht ausgemacht werden (p= 0,327).

Die 32 untersuchten Hunde hatten im Median ein Gewicht von 10,7kg (3,10kg- 38,5kg). Die Hunde
der ARE-Gruppe hatten im Median das hochste Gewicht (Median: 24,5 kg) im Vergleich zu den
FRE- und IBD-Patienten. In der Studienpopulation konnte kein signifikanter Unterschied fur den
Faktor Gewicht detektiert werden (p= 0,455).

Von den finf moglichen Graden des Body Condition Scores (BCS) wurden in der
Studienpopulation nur Hunde mit Untergewicht (BCS= 2, 9/ 32, 28,1%), Idealgewicht (BCS= 3,
21/ 32, 65,6%) und Ubergewicht (BCS= 4, 2/ 32, 6,3%) vorgestellt. Kachektische (BCS= 1) und
adipése Hunde (BCS= 5) waren nicht vertreten. Der mediane BCS der Studienpopulation sowie
der drei Krankheitsgruppen lag bei 3. Die meisten untergewichtigen Hunde (n= 9) gehorten zur
IBD-Gruppe (4/ 9, 44,4%). Es gab keinen signifikanten Unterschied des BCS zwischen den
Krankheitsgruppen (p= 0,822).
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Tabelle 6: Signalement von 32 Hunden mit chronisch- entziindlichen Enteropathien bei Erstvorstellung verglichen nach

Diagnosegruppen.

Charakteristika

Alter Gewicht Body Condition Score

n Geschlecht ordinal
in Jahren in kg Kategorie
(1-5 Punkte)

M/MK/
Median Spanne Median Spanne Median Spanne UG/IG/UG

Diagnosegruppe W/WK

10/6
Total 32 3,5 0,5-14,0 10,7 3,1-38,5 3 2-4 9/21/2

97
Diagnosen
(P Wert 1) 0,318 0,748 0,455 0,822
FRE 11 3/1/5/2 4,0 0,5-11,0 10,2 6,6-36,0 3 2-3 3/8/0
ARE 9 5/1/1/2 3,0 0,6-14,0 245 6,6-38,5 3 2-4 2/6/1
IBD 12 2/4/3/3 4,5 1,0-12,0 10,7 3,1-29,5 3 2-4 4/7/1

TP Werte bestimmt mit Pearson Chi-Quadrat oder Fisher's Exact Test, um kategorielle Variablen zu vergleichen. Kruskal-Wallis Test
zum Vergleich der Mediane. Signifikanz < 0,05; M, mannlich; MK, mannlich kastriert; W, weiblich; WK, weiblich kastriert; UG,
Untergewicht; |, Idealgewicht; UG, Ubergewicht; FRE, Futter-responsive Enteropathie; ARE, Antibiotika-responsive Enteropathie; IBD,
Inflammatory Bowel Disease
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1.2 Anamnese

Daten zur Lokalisation der gastrointestinalen Erkrankung, der klinischen Aktivitatsindices
(CIBDAI/ CCECAI), weitere klinische Symptome und eine gegebenenfalls durchgefiuhrte

Vorbehandlung wurden erfasst und ausgewertet.

1.2.1 Lokalisation

Anhand von Informationen aus der Anamnese wurde die wahrscheinliche Lokalisation der
chronischen Enteropathie im Darmtrakt (Dinndarm/Dickdarm) vorgenommen. Dabei waren
Mischformen am haufigsten vertreten (21/ 32, 65,6%). Reiner Dunndarmdurchfall wurde in allen
drei Krankheitsgruppen gleich haufig beobachtet (jeweils n= 1). Vorwiegend Dickdarmdurchfall
zeigten vor allem Hunde der FRE- Gruppe. Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Gruppen festgestellt werden (p= 0,922). Die Verteilung der Lokalisation der Erkrankung
innerhalb der Studienpopulation ist in Tabelle 7 dargestellt. Es konnte kein signifikanter
Unterschied zwischen dem betroffenen Abschnitt des Gastrointestinaltraktes und der klinischen

Remission festgestellt werden (p= 0,796).

Tabelle 7: Lokalisation der gastrointestinalen Symptome zum Zeitpunkt der Erstvorstellung

bei 32 Hunden verglichen nach Diagnosegruppen.

Vergleich
Lokalisation Total n (%) FRE (n=11) ARE (n=9) IBD (n=12) P Wert?
n (%) n (%) n (%)
Dinndarmdurchfall 3/32 (9,4) 1(9,1) 1(11,1) 1(8,3)
Dickdarmdurchfall 6/32 (18,8) 3(27,3) 1(11,1) 2 (16,6) 0.922
Mischform 21/32 (65,6) 6 (54,5) 7(77,7) 8 (66,6)
Nur Erbrechen 2/32 (6,2) 1(9,1) 0 1(8,3)

TP Werte bestimmt mit Pearson Chi-Quadrat oder Fisher's Exact Test, um kategorielle Variablen
zu vergleichen. Signifikanz < 0,05; FRE, Futter-responsive Enteropathie; ARE, Antibiotika-

responsive Enteropathie; IBD, Inflammatory Bowel Disease
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1.2.2 Aktivitatsindizes der chronischen Darmerkrankung bei Erstvorstellung

1.2.2.1 Canine Inflammatory Bowel Disease Activity Index

Der Median des CIBDAIs aller Patienten (n= 32) bei Erstvorstellung lag bei 7,5 (Mittelwert 7,68)
mit einem Minimum von 4 und einem Maximum von 14. Kein Patient der Studienpopulation hatte
einen klinisch nicht signifikanten CIBDAI Score (< 3 Punkte). Die meisten Hunde (13/ 32, 40,6%)
wiesen nach CIBDAI- Einteilung eine moderate Enteropathie auf (6- 8 Punkte), gefolgt von 10
Hunden (10/ 32, 31,2%) mit einer schweren Enteropathie (9- 11 Punkte). Die Hunde der IBD-
Gruppe zeigten am haufigsten schwere bis sehr schwere Enteropathien. Es konnte ein
signifikanter Unterschied hinsichtlich des CIBDAIs zwischen den Diagnosegruppen FRE und IBD
detektiert werden (p= 0,015) (Abb. 1).

Die Auswertung der einzelnen CIBDAI-Parameter zeigte, dass Hunde der IBD-Gruppe am
haufigsten hochgradig (mehr als dreimal wochentlich) Erbrechen (4/12, 33,3%) und wassrige
Kotkonsistenz (5/12, 41,7%) aufwiesen. Auch Gewichtsverlust von Gber 10% trat in der Gruppe
der IBD-Hunde am haufigsten auf (3/12, 25,0%). Im Gegensatz dazu waren eine erhdhte
Kotabsatzfrequenz von mehr als fiinfmal taglich in allen drei Gruppen prozentual gleichermalen
vertreten. Die festgestellten Unterschiede der Parameter zwischen den Gruppen erreichten keine
statistische Signifikanz. Die Einstufung in den Krankheitsschweregrad der Patienten istin Tabelle

8 dargestellt.
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Abbildung 1: Vergleich des klinischen Aktivitatsindex fiir die chronisch-entziindlichen
Enteropathien am Tag der Erstuntersuchung der 32 Hunde differenziert nach

Diagnosegruppen.

CIBDAI, Canine Inflammatory Bowel Activity Index; FRE, Futter-responsive Enteropathie, ARE,
Antibiotika-responsive Enteropathie; IBD, Inflammatory Bowel Disease. Die Punkte stellen die
einzelnen ermittelten Ergebnisse der jeweiligen Patienten dar. Die mittlere horizontale Linie
innerhalb der Punkte zeigt den Median. Die oberen und unteren Begrenzungen stellen den
Interquartilabstand dar (IQR). Kruskal-Wallis Test zum Vergleich der Mediane. Post- hoc-
Analyse mittels Mann-Whitney U-Test und Bonferroni Korrektur. Gruppen mit signifikanten
Konzentrationsunterschieden sind mittels Querlinie verbunden. Signifikanz mit p< 0,05 ist mittels

. “oberhalb der Querlinie dokumentiert.
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Tabelle 8: Vergleich des klinischen Aktivitatsindex fiir chronische Darmerkrankungen der

32 Hunde bei Erstvorstellung differenziert nach Diagnosegruppen.

CIBDAI
Parameter FRE ARE IBD
Total (n=32) P-Wert
Grad (n=11) (n=9) (n=12)
n (%) T
n (%) n (%) n (%)
Aktivitat 0 13 (40,6) 6 (54,5) 3(33,3) 4(33,3)
1 8 (25) 2 (18,2) 4(44,4) 2(16,7)
2 7 (21,9) 3 (27,3) 0 4 (33,3) 0,257
3 4 (12,5) 0 2(22,2) 2(16,7)
Appetit 0 13 (40,6) 4 (36,4) 5(55,6) 4 (33,3)
1 9 (28,1) 3(27,3) 3(33,3) 3(25,0)
0,703
2 9 (28,1) 4 (36,4) 1(11,1) 4 (33,3)
3 1(3,1) 0 0 1(8,3)
Erbrechen 0 13 (40,6) 5 (45,5) 5 (55,6) 3 (25,0)
1 9 (28,1) 4 (36,4) 2(22,2) 3(25,0)
0,574
2 3(94) 1(9,1) 0 2 (16,7)
3 7 (21,9) 1(9,1) 2(22,2) 4(33,3)
Kotkonsistenz 0 4 (12,5) 2 (18,2) 1(11,1) 1(8,3)
1 4 (12,5) 4 (36,4) 0 0
0,071
2 14 (43,8) 2 (18,2) 6 (66,7) 6 (50,0)
3 10 (31,3) 3 (27,3) 2(22,2) 5(41,7)
Kotabsatzfrequenz 0 4 (12,5) 2 (18,2) 0 2 (16,7)
1 9 (28,1) 4 (36,4) 3(33,3) 2(16,7) 0649
2 7(21,9) 1(9,1) 2(22,2) 4(33,3)
3 12 (37,5) 4 (36,4) 4(44,4) 4 (33,3)
Gewichtsverlust 0 16 (50,0) 8 (72,7) 3(33,3) 5(41,7)
1 8 (25,0) 2(18,2) 3(33,3) 3(25,0) 0,413
2 4 (12,5) 1(9,1) 2 (22,2) 1(8,3)
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3 4 (12,5) 0 1(11,1)  3(25,0)
CIBDAI-Score Median 7.5 6,0° 8,0° 10P°
(1-18 Punkte) Spanne 4-14 4-11 4-11 5-14 0.015
Einstufung des NS 0 0 0 0
CIBDAI

Mi 8 (25,0) 5(45,5) 2(22,2) 1(8,3)

MO  13(406) 4(364) 5(556) 4(333) 027

SE 10 (31,3) 2(18,2) 2(22,2) 6(50,0)

SSE 1(3,1) 0 0 1(1,3)

TP Werte bestimmt mit Pearson Chi-Quadrat, um kategorielle Variablen zu vergleichen. Kruskal-
Wallis Test zum Vergleich der Mediane. Post- hoc- Analyse mittels Mann-Whitney U-Test und
Bonferroni Korrektur. Mediane mit hochgestellten Buchstaben zeigen eine statistische Signifikanz.
Signifikanz < 0,05; CIBDAI, Canine Inflammatory Bowel Activity Index; FRE, Futter-responsive
Enteropathie; ARE, Antibiotika-responsive Enteropathie; IBD, Inflammatory Bowel Disease; NS,
klinisch nicht signifikant; MI, milde Enteropathie; MO, moderate Enteropathie; SE, schwere

Enteropathie; SSE, sehr schwere Enteropathie.
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1.2.2.2 Canine Chronic Enteropathy Clinical Activity Index

Zusatzlich konnten zum Zeitpunkt der Erstvorstellung noch die Parameter zur Erhebung des
CCECAI (erganzend zum CIBDAI) aller Hunde ausgewertet werden (Tab. 9). Eine geringgradig
erniedrigte Albuminkonzentration und dementsprechend auch Aszites- bzw. Odembildung wurde
nur in der IBD-Gruppe bei zwei Tieren (ID: 5, 10; 2/ 12, 16,7%) festgestellt. Pruritus war
unabhangig des Schweregrades am haufigsten in der FRE-Gruppe vorhanden (insgesamt 3/ 11,
27,3%). In der ARE- Gruppe zeigte kein Hund Abweichungen der mittels CCECAI untersuchten
Parameter. Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den Diagnosegruppen festgestellt

werden. Tabelle 9 stellt die Verteilung der CCECAI-Parameter in der Studienpopulation dar.

1.2.2.3 Weitere Symptome

Zusatzlich zu den Parametern zur Einteilung der Patienten nach klinischen Aktivitatsindices
(CIBDAI/CCECAI) wurden weitere Symptome bei Erstuntersuchung erfragt (Tab. 10). Fakaler
Mukus (19/ 32, 59,4%) gefolgt von Borborygmen (18/ 32, 56,3%) und abdominalem Schmerz (14/
32, 43,8%) waren die am haufigsten ausgewerteten weiteren klinischen Symptome innerhalb der
Studienpopulation. Fakales Blut wurde am haufigsten in der ARE-Gruppe beobachtet (4/ 9,
44,4%). Die Hunde der FRE-Gruppe zeigten vermehrt Flatulenzen (5/ 11, 45,5%). Die

Unterschiede zwischen den Gruppen erreichten keine statistische Signifikanz.
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Tabelle 9: Vergleich der Diagnosegruppen hinsichtlich weiterer klinischer und
hamatologischer Befunde der 32 Hunde bei Erstvorstellung zur Bestimmung des Canine

Chronic Enteropathy Clinical Activity Index.

CCECAI
Parameter Grad Total FRE (n=11) ARE (n=9) IBD (n=12) P-
n (%) n (%) n (%) n (%) Wertt
Hypoalbuminidmie 0 30(93,8)  11(100,0) 9 (100) 10 (83,3)
1 2 (6,3) 0 0 2 (16,7)
2 0 0 0 0 0,169
3 0 0 0 0
Pruritus 0 27 (84,4) 8 (72,7) 9 (100) 10 (83,3)
1 2 (6,3) 1(9,1) 0 1(8,3)
2 3(9,4) 2 (18,2) 0 1(8,3) 0559
3 0 0 0 0
Aszites/Odeme 0 30(93,8)  11(100,0) 9 (100) 10 (83,3)
1 1(3,1) 0 0 1(8,3)
2 1(3,1) 0 0 1(8,3) 0.469
3 0 0 0 0

TP Werte bestimmt mit Pearson Chi-Quadrat oder Fisher's Exact Test um kategorielle Variablen
zu vergleichen. Signifikanz < 0,05; CCECAI, Canine Chronic Enteropathy Clinical Activity Index;
FRE, Futter-responsive Enteropathie; ARE, Antibiotika-responsive Enteropathie; IBD,

Inflammatory Bowel Disease
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Tabelle 10: Vergleich der Diagnosegruppen der Studienpopulation bei Erstvorstellung
hinsichtlich weiterer gastrointestinaler Symptome, die nicht in den klinischen

Aktivitatsindizes der chronischen Enteropathie erfasst werden.

Klinische Parameter

Parameter Total FRE (n=11) ARE (n=9) IBD (n=12)
n (%) n (%) n (%) new e

Fakaler Mukus 9 (59,4) 7 (63,6) 7(77,8) 5 (41,7) 0,234
Borborygmen 8 (56,3) 7 (63,6) 5 (55,6) 6 (50,0) 0,804
Abdominaler Schmerz 4 (43,8) 4 (36,4) 4 (44 ,4) 6 (50,0) 0,804
Flatulenzen 2 (37,5) 5 (45,5) 3(33,3) 4 (33,3) 0,798
Fakales Blut 9(28,1) 2(18,2) 4 (44,4) 3(25,0) 0,410
Melana 2 (6,3) 0 0 2 (16,7) 0,169
Tenesmus 2 (6,3) 1(9,1) 0 1(8,3) 0,657
Hamatemesis 2 (6,3) 1(9,1) 1(11,1) 0 0,518

TP Werte bestimmt mit Pearson Chi-Quadrat, um kategorielle Variablen zu vergleichen.
Signifikanz < 0,05; FRE, Futter-responsive Enteropathie; ARE, Antibiotika-responsive

Enteropathie; IBD, Inflammatory Bowel Disease

1.2.3 Vorbehandlung vor Studienbeginn

Siebzehn von 32 Hunden der Studienpopulation (53,1%) waren zum Zeitpunkt der Erstvorstellung
bereits mit Diat und /oder einem oder mehreren Medikamenten behandelt worden (Tab. 11). Acht
der 17 vorbehandelten Patienten (8/ 17, 47,0%) wurden mit mehr als einem Medikament, bzw. mit
einer Kombination aus Diat und einem oder mehreren Medikamenten behandelt. Am haufigsten
wurde eine Diat als Vorbehandlung verzeichnet (15/ 17, 88,2%). Die Hunde der FRE-Gruppe
waren am seltensten von allen drei Gruppen vorbehandelt (3/ 12, 27%). Gleich haufig erhielten
die Hunde der ARE- und IBD-Gruppe eine Therapie mit Diat und/oder Medikamenten vom
jeweiligen Haustierarzt vor Studienbeginn (ARE: 6/ 9, 66,6%; IBD: 8/ 12, 66,6%). Sofern Hunde

mit mehreren Medikamenten/Diaten vorbehandelt wurden, sind Doppelnennungen mdglich.
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Tabelle 11: Eingesetzte Didten und Medikamente vor Studienbeginn von 17 der 32 Hunde der Studienpopulation differenziert

nach Diagnosegruppen.

Vorbehandlung vor Erstvorstellung (n=17)**

Total FRE (n=3) ARE (n=6) IBD (n=8)
n (%) n (%) n (%) n (%)
Diat Hydrolysierte Diat 1(5,8) 1(12,5)
Fettarme Diat 2(11,7) 1(16,6) 1(12,5)
Hypoallergenes Futter 2 (11,7) 1(16,6) 1(12,5)
(selbstgekocht/kommerziell)
Diat nicht weiter definiert 10 (58,8) 2 (66,6) 4 (66,6) 4 (50,0)
Antibiotikum* Metronidazol 3 (17,6) 1(16,6) 2 (25,0)
Amoxicillin-Clavulansaure 1(5,8) 1(33,3)
Antibiotikum nicht weiter definiert 2 (11,7) 2 (25,0)
Immunsuppressivum* Prednisolon 3 (17,6) 1(16,6) 2 (25,0)
Weiteres Cobalamin s.c. 1(5,8) 1(16,6)
H2-Rezeptorblocker 1(5,8) 1(16,6)
Pankreasenzyme 1(5,8) 1(16,6)

FRE, Futter-responsive Enteropathie; ARE, Antibiotika-responsive Enteropathie; IBD, Inflammatory Bowel Disease; s.c. subkutan
*Eine Vorbehandlung mit einem Antibiotikum oder einer immunsuppressiven Therapie musste mindestens vier Wochen vor
Erstvorstellung und Studieneinschluss beendet worden sein.

**Sofern Hunde mit mehreren Medikamenten/Diaten vorbehandelt wurden, sind Doppelnennungen mdglich.
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1.3 Laborparameter

1.3.1 Blutuntersuchungen

Tabelle 12 zeigt alle ausgewerteten Blutparameter bei Erstuntersuchung. In der IBD-Gruppe
wurden niedrigere Protein- sowie Albuminwerte als in der FRE- oder ARE-Gruppe gemessen.
Weiterhin war das Cobalamin und das Kalzium (gesamt) in dieser Gruppe im Median deutlich
niedriger als in den beiden anderen Krankheitsgruppen. Auch die Leukozyten waren im Median
in der IBD-Gruppe am niedrigsten. Die ARE- Gruppe zeigte die niedrigsten Cortisol- und
Thrombozytenwerte. Im Vergleich der Krankheitsgruppen erreichte keiner der untersuchten

Parameter statistische Signifikanz.
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Tabelle 12: Hamatologische und blutchemische Parameter der Studienpopulation (n= 32) zum Zeitpunkt der Erstvorstellung

im Vergleich der Diagnosegruppen.

Laborwert (Referenzbereich) FRE ARE IBD P Wertt
(n=11) (n=9) (n=12)

Median Bereich u/o Median Bereich u/o Median Bereich u/o

(n) (n) (n) (n) (n) (n)
Leukozyten (6,000-12,000/ul) 10,32 (10) 7,9-13,5 -1 11,02 (8) 5,34-12,5 173 9,5(12) 6,02-36,4 -/5 0,817
Hamatokrit (0,40-0,55 I/1) 0,47 (10)  0,36-0,56 12 0,46 (8) 0,41-0,50 -/- 47,3(12)  0,22-0,52 13/- 0,714
Thrombozyten (165-400 G/I) 256,5 (10) 79,0-504,0 2/1 223,5(8) 155-387 1/- 252 (12) 125-519 3/2 0,723
Neutrophile (3,000-9,000 /pl) 5,7 (9) 3,71-9,02 9/- 6,39 (8) 3,81-7,95 -/- 7,06 (12)  4,673-39, -/6 0,655
Eosinophile (<600 /ul) 530 (9) 0-1300 -4 540 (8) 80-2340 -3 320 (12) 10-900 -/5 0,432
Lymphozyten (1,000-3,600 /ul) 2,21 (9) 1,04-3,77 -1 3,14 (8) 0,99-4,20 -2 2,69 (12)  0,79-3,52 5/2 0,465
Monozyten (<500 /ul) 570 (9) 31-1810 -7 550 (8) 29-800 -4 320 (12) 21-3000 -/8 0,470
Protein (54-66 g/l) 59,8 (11)  49,1-69,9 3/3 60,55(8) 40,8-65,7 2/- 55,1 (12)  27,1-85,5 7/2 0,724
Albumin (28-36 g/l) 30,1 (11) 25,7-34,3 3/- 30,3 (8) 20,7-41,4 172 28,9 (12) 16,2-42,4 11/- 0,436
Kalzium, ges. (2,5-2,9 mmol/l) 2,67 (11) 1,19-2,78 2/- 2,69 (8) 2,40-2,89 1/- 2,54 (12) 1,43-3,08 7/- 0,257
Phosphor (0,96-1,6 mmol/l) 1,29 (11)  0,97-2,54 -1 1,22 (8) 0,71-1,95 1/- 1,27 (12)  0,88- 1,60 2/2 0,775
Kreatinin (<20kg 53- 106 ymol/l) 75,0 (11)  60,0-99,0 -/- 90,5 (8) 67-139 -1 69,0 (12) 42-96 -1 0,071

(>20kg 53- 124 pumol/l)
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Harnstoff (3,5-10 mmol/l) 72(11) 221310 11  675(8)  3,8-17,2 1 875(12) 41090  2/3 0,814
Glukose (4,5-6,2 mmol/l) 593 (11)  4,90-6,35 2 53(8) 2,40-6,01 1-  561(12) 1,88,73 2/2 0,156
Natrium (140-150 mmol/l) 147 (1) 142-149 - 146(8)  142-150 - 146,5(12) 141-152 2/3 0,979
Kalium (3,6-4,8 mmol/l) 4,08 (11)  3,40-4,85 11 416(8)  3,79-5,50 2 418(12) 3.54-520 -/ 0,780
Chlorid (100-113mmol/l) 108 (6)  105-113 - 110(7)  107-116 -1 106,5(12) 100-112 - 0,089
ALT (<76 U/I) 62(11)  26-650 2 565(8) 2891 2 455(12)  21-343 /5 0,625
AP (<97 U/I) 37 (11)  16-172 2 42(8) 19-108 2 30,5(12)  15-102 7 0,428
AST (<41 U/l) 24 (11)  15-288 1 231(8)  13,2-51 1 29(12) 9,9-100 /5 0,869
Bilirubin (<5,1pmol/l) 2,35(8)  0,9-4,0 - 2,9(7) 1,4-3,4 - 205() 1533 0,784
Cobalamin (300-800pg/ml) 518 (11)  247-759 1-  528(9)  181-889 171 457 (12)  201-901 7I- 0,887
Folsaure (3-10ng/ml) - - - 85(2) 2.2-24.0 118  11.3(12) 4.9-17.8 /8 0,655
Cortisol (5-20ng/ml)* 19 (11)  2,041,2 14 16,1(9) 6,7-69,8 4 202(12)  6,65-130 /6 0,994
TLI (8,5-35ug/l) - - - 335(2)  21-46 19 (3) 18-46 -1 0,819
cPLI (<400ug/l) (1) 35 - 40 (5) 5-187 - 305(2)  16-45 - 0,824

TP Werte bestimmt mit Kruskal-Wallis-Test zur Bestimmung von Unterschieden der Mediane. Signifikanz < 0,05; FRE, Futter-responsive

Enteropathie; ARE, Antibiotika-responsive Enteropathie; IBD, Inflammatory Bowel Disease; ALT, Alanin-Aminotransferase; AP, Alkalische

Phosphatase; AST, Aspartat-Aminotransferase; TLI, Trypsin-like Immunoreactivity; cPLI, kanine Pankreaslipase; ges., gesamt; U, unterhalb des

Referenzbereichs; O, oberhalb des Referenzbereichs; * Bei Patienten der Studienpopulation die initial Basalcortisolwerten < 20ng/ml aufwiesen

wurde ein ACTH-Stimulationstest durchgeflhrt. Alle so untersuchten Hunde (n=15) hatten einen unauffalligen ACTH-Stimulationstest

(Stimulationswert >20ng/ml)
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1.4 Endoskopie und Biopsieentnahme

Biopsien der Magendarmschleimhaut wurden von 10/ 32 Hunden (31,3%) entnommen. Zwei der
beprobten Hunde sind der ARE-Gruppe (ID: 3, 20) zuzuordnen, die restlichen Hunde zahlten zur
IBD-Gruppe. Bei sieben Hunden wurden die Proben endoskopisch entnommen. In drei Fallen
wurde eine Probelaparotomie zur Probengewinnung durchgefuhrt. Diese drei Hunde (ID: 6, 12
und 18) gehorten zur IBD-Gruppe. Informationen zu den einzelnen Hunden sind in Anhang |

aufgelistet. Tabelle 13 zeigt die Ergebnisse der histopathologischen Untersuchung der Bioptate.

Tabelle 13: Deskriptive Beschreibung der histopathologischen Analyse der
gastrointestinalen Biopsien von zehn Hunden der Studienpopulation mit chronisch-

entziindlicher Enteropathie differenziert nach Diagnosegruppen.

Total FRE ARE IBD

(n=10) (n=0) (n=2) (n=8)
Schweregrad Mild 2 - 1 1
Moderat 4 - - 4
Schwer 4 - 1 3
Entziindungszelltyp Lymphoplasmazellular 7 - 1 6
Eosinophil 1 - - 1
Gemischt 2 - 1 1

FRE, Futter-responsive Enteropathie; ARE, Antibiotika-responsive Enteropathie; IBD,

Inflammatory Bowel Disease

1.5 Therapie

Bei 32 Hunden wurde ein diatetischer Therapieversuch unternommen. Bei 34,3% der Tiere (11/
32) war die Diat die einzige Therapie. Von diesen Hunden erhielten 63,6% (7/ 11) eine
kommerzielle hydrolysierte Diat und 36,3% (4/ 11) eine selbstgekochte hypoallergene Diat.

Eine zusatzliche antibiotische Therapie erhielten 19 Tiere. Dabei wurden verschiedene Antibiotika
verwendet. Am haufigsten wurde Metronidazol (17/ 19, 89,4%) als alleinige antibiotische
Medikation genutzt. Zwei Hunden wurde zunachst Metronidazol verabreicht und im Anschluss
noch weitere Antibiotika eingesetzt (ID: 4,18). Dies geschah auf Grund von ungenugendem

Ansprechen auf die Therapie. Ein Hund der IBD-Gruppe verschlechterte sich klinisch zusehends
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(ID: 18), woraufhin u.a. eine kotmikrobiologische Untersuchung durchgefihrt wurde. Auf Grund
des mikrobiologischen Befundes (Salmonella enterica) wurde die antibiotische Therapie dieses
Hundes umgestellt. Weitere eingesetzte Antibiotika waren: Amoxicillin-Clavulansaure (2/ 19,
10,5% (ID 4 und 18), und einmal Enrofloxacin bzw. im spateren Verlauf Erythromycin (ID 18).
Neun Hunde der Studienpopulation wurden erfolgreich mit einer Kombination aus Diat und
Antibiotikum therapiert und als ARE diagnostiziert (9/ 32, 28,1%).

Eine zusatzliche immunsuppressive Therapie war bei 12/32 Hunden (37,5%) notwendig. In dieser
Gruppe (IBD-Gruppe) erhielten die Hunde Prednisolon (11/12, 91,6%) und ein Hund Ciclosporin
(112, 8,4%). Auf Grund von schlechtem Therapieansprechen musste bei vier Hunden eine
Kombination immunsuppressiver Medikamente oder eine Umstellung der immunsuppressiven
Medikamente im Therapieverlauf vorgenommen werden. Hierbei kamen Ciclosporin (n=4) sowie
Budesonid (n=1) oder Sufasalazin (n=1) zum Einsatz.

Sechs der 32 Hunde (18,7%) erhielten im Verlauf der Therapie zusatzlich ein Probiotikum
(SIVOMIXX™, Acom Healthcare), wobei vier der sechs Hunde zur IBD-Gruppe gehdrten und
jeweils ein Hund in die FRE- bzw. ARE-Gruppe. Die Hunde der IBD- Gruppe, die mit dem
Probiotikum behandelt wurden, erreichten in drei von vier Fallen eine partielle klinische Remission.

Der vierte Hund zeigte eine komplette klinische Remission zum Zeitpunkt des Studienendes.

1.6 Schweregrad der Erkrankung und Remission

Von allen Hunden lagen Informationen zum Therapieerfolg vor. Dabei erreichten 17/ 32 Tiere
(53,2%) eine vollstandige Remission und 13/ 32 Tiere (40,6%) eine partielle Remission. Bei zwei
Tieren aus der IBD-Gruppe blieb die Remission aus (ID 16, 26) (2/32, 6,25%). Es wurde ein
signifikanter Unterschied zwischen den Diagnosegruppen und der Remissionsrate festgestellt (p=
0,046). Hunde, die eine vollstandige Remission hatten, waren am haufigsten in der FRE-Gruppe.
Patienten der IBD-Gruppe zeigten am haufigsten eine partielle bzw. keine Remission.

Beim Vergleich der beiden Gruppen (Hunde mit vollstandiger Remission bzw. Hunde mit partieller/
ausbleibender Remission) wurde kein signifikanter Unterschied hinsichtlich des CIBDAIs
festgestellt. Hunde der Gruppe partielle/keine Remission zeigten im Median deutlich niedrigere
Albuminkonzentrationen als Hunde mit kompletter Remission. Hunde mit vollstandiger Remission
hatten im Median niedrigere Cobalaminkonzentrationen als Hunde mit schlechterem
Therapieansprechen. Die Ergebnisse der ausgewahlten Laborparameter erreichten keine

Signifikanz. Die Daten sind in Tabelle 14 dargestellt.
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Tabelle 14: Vergleich der klinischen Remission hinsichtlich ausgewahlter klinischer und

hamatologischer sowie blutchemischer Parameter bei 32 Hunden.

partielle
Remission/
vollstandige keine
Remission Remission
(n=17) (n=15) P Wert '
Diagnosegruppe n (%) n (%)
FRE 8 (47,05) 3 (20,0)
ARE 6 (35,3) 3 (20,0) 0,046
IBD 3(17,6) 9 (60,0)
Klinische Parameter (CIBDAI)
Milde Enteropathie 5 (29,4) 3 (20,0)
Moderate Enteropathie 7 (58,3) 6 (40,0) 0,692
Schwere Enteropathie 5 (29,4) 5 (33,3)
Sehr schwere Enteropathie - 1 (6,6)
Laborparameter, Median (min-max.)
Protein (5.4-6.6 g/dl) 61,1 (27,1-69,9) 58,1 (30,9-85,5) 0,654
Albumin (2.8-3.6 g/dl) 39,1 (16,4-41,4) 30,0 (16,2-42,4) 0,800
Hamatokrit (44-50 I/1) 49,0 (36,5-56,5) 47,0 (22,2-55,1) 0,250
Cobalamin (300-800 pg/ml) 487 (181-776) 518 (201-901) 0,551

TP Werte bestimmt mit Pearson Chi-Quadrat oder Fisher's Exact Test, um kategorielle Variablen
zu vergleichen. Signifikanz < 0,05; CIBDAI, Canine Inflammatory Bowel Activity Index; FRE,
Futter-responsive Enteropathie; ARE, Antibiotika-responsive Enteropathie; IBD, Inflammatory

Bowel Disease
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2. Biomarker

2.1 Biomarker bei Erstvorstellung

Far die im Serum gemessenen Biomarker S100A12, CRP und NMH konnten die Ergebnisse zum
Zeitpunkt der Erstvorstellung bei 30 Hunden (30/ 32, 93,7%) der Studienpopulation ausgewertet
werden. Bei zwei Hunden reichte die abgenommene Serummenge der Erstuntersuchung, nach
der Messung von Cobalamin und Cortisol, nicht fir die Bestimmung der
Biomarkerkonzentrationen. Auf Grund von technischen Problemen bei der Messung der
Calprotectin-Werte im Serum konnten fir die statistische Berechnung nur die Daten von 25
Hunden (25/ 32, 78,1%) betrachtet werden. Fir die im Kot gemessenen Marker S100A12 und
NMH konnten die Ergebnisse von 25 Hunden der Studienpopulation (25/ 32, 78,1%) bei
Erstvorstellung analysiert werden. Bei sieben von 32 Hunden lag eine Sammelkotprobe erst zum
zweiten Untersuchungszeitpunkt vor. Da es auch beim fakalen Calprotectin zu Messproblemen
kam, konnten nur 19 Hunde statistisch ausgewertet werden (19/ 25, 76%). Die Ergebnisse sind in

Tabelle 15 dargestellt.

2.1.1 Biomarker bei Erstvorstellung hinsichtlich der Krankheitsgruppen

Fir die im Serum gemessenen S100A12 Werte hatte kein Hund unabhangig von der
Diagnosegruppe einen erhohten, Uber dem Referenzbereich liegenden Wert. Fir die Marker
S100A12, Calprotectin und NMH zeigten die Hunde der IBD-Gruppe im Median die hdchsten
gemessenen Ergebnisse. Die héchsten Einzelmesswerte des Calprotectins (ID 3) und NMHs (ID
9) im Serum wurden bei Hunden mit ARE detektiert. Bei einem Hund der IBD-Gruppe (ID 5) konnte
der héchste maximal gemessene Wert des S100A12 bei Erstvorstellung festgestellt werden.

Die Hunde der FRE-Gruppe wiesen im Median die hochsten CRP- Werte auf (Tab. 15). Der
héchste Einzelmesswert des CRPs wurde bei einem Hund der IBD- Gruppe (ID 10) gemessen.
Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den Diagnosegruppen fir die im Serum
gemessen Marker CRP oder S100A12 und NMH ausgemacht werden. Die Hunde der IBD-Gruppe
wiesen einen signifikant hdheren Calprotectinwert im Serum auf, als Hunde der FRE- bzw. ARE-
Gruppe (p= 0,048) (Abb. 2).

Die fakal gemessenen Werte flir S100A12 und Calprotectin waren in der FRE-Gruppe im Median

am hdchsten. Auch die jeweils maximal detektierten Werte von fakalem S100A12 und Calprotectin
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wurden bei einem Hund mit FRE (ID 32) verzeichnet. In der IBD- Gruppe waren die fakalen NMH-
Ergebnisse héher als in den anderen Gruppen. Fur keinen der drei fakalen Biomarker wurde ein

signifikanter Unterschied hinsichtlich der Diagnosegruppen festgestellt (Abb. 3).
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Tabelle 15: Ergebnisse der Messung von ausgewahlten Biomarkern in Serum und Kot zum Zeitpunkt der Erstvorstellung bei

Hunden der Studienpopulation vergleichend zwischen den Diagnosegruppen.

FRE ARE IBD
(n=11) (n=9) (n=12)
Median u/o Median u/o Median u/o
Laborwert (Referenzbereich) (n) Spanne (n) (n) Spanne (n) (n) Spanne (n) P Wertt
Serum S100A12 (56-331 ug/l) 78,9 (11)  21,4-184,3 3/- 75,8(9)  39,7-276,8 1/ 1155(10) 51,3-292,7 1/- 0,259
Serum Calprotectin (0,9-11,9 mg/l) 1,7 (8)? 0,3-6,0 1/- 2,8 (8)? 1,6-13,1 -1 4.4 (9P 1,9-11,2 -/- 0,048
Serum N-Methylhistamin (-)* 257 (11) 5,3-130,1 -/- 19,4 (9) 7,3-426,2 -/- 62,1 (10) 16,3-336,6 -/- 0,118
CRP (2,5-7,6 mg/l)** 3,4 (11) 2,5-37,0 -4 2,5(9) 2,5-12,3 -2 2,6 (10) 2,5-322,4 -2 0,363
Fékales S100A12 (3-610 ng/g) 195,5(9) 2,5-60604,2  2/3 30,2 (6) 1,8-4667,7 2/1 14,4 (10)  0,0-15673,1 2/1 0,396
Fékales Calprotectin (3,2-65,4 ug/g) 3,2 (6) 0,1-361,6 31 0,6 (5) 0,0-3,9 4/- 0,65 (8) 0,0-307,3 6/1 0,296
Fakales NMH (5,3-253,9 ng/g) 176,1(9)  42,9-372,1 -2 132,1(6) 59,8-273,2 -/1  439,4(10) 48,8-4905,9 -/6 0,164

TP Werte bestimmt mit Kruskal-Wallis-Test zur Bestimmung von Unterschieden der Mediane. Post- hoc- Analyse mittels Mann-Whitney
U-Test und Bonferroni Korrektur. Signifikanz < 0,05; Mediane mit hochgestellten Buchstaben zeigen eine statistische Signifikanz; FRE,
Futter-responsive Enteropathie; ARE, Antibiotika-responsive Enteropathie; IBD, Inflammatory Bowel Disease; U, unterhalb des
Referenzbereichs; O, oberhalb des Referenzbereichs; *Fir das Serum N-Methylhistamin liegt aktuell kein etablierter Referenzbereich

vor. **Zur statistischen Auswertung wurden CRP-Werte <2,5mg/l auf 2,5mg/| gesetzt.
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Abbildung 2: Dot- Whisker- Plots fiir die im Serum gemessenen Biomarker S100A12 (A),
Calprotectin (B), C-reaktives Protein (CRP) (C) und N-Methylhistamin (NMH) (D) am Tag

der Erstuntersuchung der Hunde hinsichtlich der Diagnosegruppen.

FRE, Futter-responsive Enteropathie; ARE, Antibiotika-responsive Enteropathie; IBD,
Inflammatory Bowel Disease. Der grau hinterlegte Bereich zeigt den genutzten Referenzbereich.
Fir Serum NMH liegt aktuell kein etablierter Referenzbereich vor. Die Punkte stellen die
einzelnen gemessenen Konzentrationen des jeweiligen Patienten dar. Die mittlere horizontale
Linie innerhalb der Punkte zeigt den Median. Die oberen und unteren Begrenzungen stellen den
Interquartilabstand dar (IQR). Kruskal-Wallis Test zum Vergleich der Mediane. Post- hoc-
Analyse mittels Mann-Whitney U-Test und Bonferroni Korrektur. Gruppen mit signifikanten
Konzentrationsunterschieden sind mittels Querlinie verbunden. Signifikanz mit p< 0,05 ist mittels

. “oberhalb der Querlinie dokumentiert.
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Abbildung 3: Dot- Whisker- Plots fir die im Kot gemessenen Biomarker S100A12 (A),
Calprotectin (B) und N-Methylhistamin (NMH) (C) am Tag der Erstuntersuchung der Hunde

hinsichtlich der Diagnosegruppen.

FRE, Futter-responsive Enteropathie; ARE, Antibiotika-responsive Enteropathie; IBD,
Inflammatory Bowel Disease. Der grau hinterlegte Bereich zeigt den genutzten Referenzbereich.
Die Punkte stellen die einzelnen gemessenen Konzentrationen des jeweiligen Patienten dar. Die
mittlere horizontale Linie innerhalb der Punkte zeigt den Median. Die oberen und unteren

Begrenzungen stellen den Interquartilabstand dar (IQR).
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2.1.2 Biomarker bei Erstvorstellung hinsichtlich der klinischen Remission

Hinsichtlich der klinischen Remission wurde ein signifikanter Unterschied fir die im Serum
gemessenen NMH- Werte zwischen Hunden mit kompletter Remission und partieller
Remission/keiner Remission festgestellt (p= 0,007) (Tab. 16). Fir die anderen gemessenen
Biomarker Serum S100A12 (p= 0,263), Serum Calprotectin (p= 0,605) und CRP (p= 0,385),
wurden keine signifikanten Konzentrationsunterschiede hinsichtlich der klinischen Remission
detektiert (Abb. 4).

Die fakalen Biomarker S100A12 und Calprotectin zeigten im Median die hdchsten gemessenen
Werte in der Gruppe mit gutem Therapieansprechen (VR= vollstdndige Remission). Ein Hund der
FRE-Gruppe (ID 31) sowie ein Hund der ARE-Gruppe (ID 15) hatten eine deutliche Erhdhung des
fakalen S100A12 Gber den Referenzbereich. Auch zwei Hunde (ID 21, 32) mit partieller Remission
aus der FRE-Gruppe sowie ein Hund mit ausbleibender klinischer Besserung (ID 26) der IBD
Gruppe lieRen eine deutliche Erhdhung des fakalen S100A12 detektieren. Dieser Hund (ID 26)
wies zudem eine Uber der Referenz liegende Konzentration des fakalen Calprotectins zum
gleichen Messzeitpunkt auf. Ein noch héherer fakaler Calprotectinwert wurde, wie auch im Falle
des fakalen S100A12, bei Hund 32 gemessen.

Das fakale NMH war bei zwei Hunden mit IBD (ID 6, 10) auBerhalb des Referenzbereichs.

Fir die beiden Marker S100A12 und NMH im Kot wurden die Maximalwerte in der Gruppe mit
schlechterem Therapieansprechen (PR/KR= partielle Remission/ keine Remission) detektiert. Flir
fakales S100A12 (p= 1,0), fakales Calprotectin (p= 1,0) und fakales NMH (p= 0,936) wurde kein

signifikanter Unterschied hinsichtlich der Remission ausgemacht (Abb. 5).

73



Ergebnisse

Tabelle 16: Ergebnisse der Messungen der ausgewahlten Biomarker in Serum und Kot zum Zeitpunkt der Erstvorstellung bei

Hunden der Studienpopulation vergleichend zwischen den Remissionsgruppen.

vollstandige Remission partielle Remission/ keine Remission
(n=17) (n=15)

Laborwert (Referenzbereich) Median (n) Spanne U/O (n) Median (n) Spanne U/O (n) P Wertt
Serum S100A12 (56-331 ug/l) 101,7 (17) 21,4-292,7 3/- 78,9 (13) 39,7-144,8 2/- 0,263
Serum Calprotectin (0,9-11,9 mg/l) 3,5 (15) 0,3-13,1 1/- 3,7 (10) 1,7-6,0 -/- 0,605
Serum N-Methylhistamin (-)* 19,4 (17) 5,3-95,6 -/- 65,1 (13) 16,3-426,2 -/- 0,007
CRP (2,5-7,6 mg/l)** 2,5 (17) 2,5-12,3 -4 2,7 (13) 2,5-322,4 -4 0,385
Fékales S100A12 (3-610 ng/g) 24,0 (14) 1,8-4698 2/2 15,0 (11) 0,0-60604,2 4/3 1,0
Fékales Calprotectin (3,2-65,4 pg/g) 0,95 (12) 0,0-19,8 9/- 0,3 (7) 0,0-307,3 4/2 1,0
Fakales NMH (5,3-253,9 ng/g) 163 (14) 42,9-2182,0 -/5 200 (11) 48,8-4905,9 -4 0,936

TP Werte bestimmt mit Mann-Whitney U-Test zur Bestimmung von Unterschieden der Mediane. Signifikanz < 0,05; U, unterhalb des
Referenzbereichs; O, oberhalb des Referenzbereichs; *Fir das Serum N-Methylhistamin liegt aktuell kein etablierter Referenzbereich
VOr.

**Zur statistischen Auswertung wurden CRP-Werte <2,5mg/l auf 2,5mg/l gesetzt.
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Abbildung 4: Dot- Whisker- Plots fiir die im Serum gemessenen Biomarker S100A12 (A),
Calprotectin (B), C-reaktives Protein (CRP) (C) und N-Methylhistamin (NMH) (D) am Tag

der Erstuntersuchung der Hunde hinsichtlich der klinischen Remission.

VR, vollstdndige Remission; PR, partielle Remission;, KR, keine Remission. Der grau hinterlegte
Bereich zeigt den genutzten Referenzbereich. Flir Serum NMH liegt aktuell kein etablierter
Referenzbereich vor. Die Punkte stellen die einzelnen gemessenen Konzentrationen des
Jeweiligen Patienten dar. Die mittlere horizontale Linie innerhalb der Punkte zeigt den Median.
Die oberen und unteren Begrenzungen stellen den Interquartilabstand dar (IQR). Mann-Whitney
U-Test zum Vergleich der Mediane. Gruppen mit signifikanten Konzentrationsunterschieden sind
mittels Querlinie verbunden. Signifikante Konzentrationsunterschiede mit p< 0,01 sind mittels

. *“oberhalb der Querlinie dokumentiert.

75



Ergebnisse

A B
s : g —p
40000 3gﬁ
__ 20000 - —— L
c R g
2 e = 60
= £
D) .
: :
S 4004 S 40+
- 3
2 @
£ 200+ = 20 .
w
P — — o L T
PRIKR KR PRIKR
(n=11) (n=12) (n=7)
p=1,0 p=1,0
C

- AXaho
OO0
fLLI0T
L

L]

3
E
e o
=
%
L]
o
s " ) —
e .
—
- = e
—o:-..— ’ °
l VR PRIKR
(n=14) (n=11)
p= 0,936

Abbildung 5: Dot- Whisker- Plots fiir die im Kot gemessenen Biomarker S100A12 (A),
Calprotectin (B) und N-Methylhistamin (NMH) (C) am Tag der Erstuntersuchung der

Hunde hinsichtlich der klinischen Remission.

VR, vollstdndige Remission; PR, partielle Remission;, KR, keine Remission. Der grau hinterlegte
Bereich zeigt den genutzten Referenzbereich. Die Punkte stellen die einzelnen gemessenen
Konzentrationen des jeweiligen Patienten dar. Die mittlere horizontale Linie innerhalb der
Punkte zeigt den Median. Die oberen und unteren Begrenzungen stellen den Interquartilabstand

dar (IQR). Mann-Whitney U-Test zum Vergleich der Mediane.
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2.2 Korrelationen der Biomarker mit ausgewahlten klinischen Parametern

und Blutparametern zum Zeitpunkt der Erstuntersuchung

Alle Ergebnisse der Korrelationsanalyse sind in Anhang Il dargestellt.

2.2.1 Korrelationen zwischen den Serum- und fakalen Biomarkern

Zum Zeitpunkt der Erstvorstellung wurde eine Korrelation zwischen Serum S100A12 und Serum
Calprotectin festgestellt (rs = 0,810; p < 0,0001). Zudem konnte fiir Serum Calprotectin sowohl
eine negative Korrelation mit dem fakalen S100A12 (rs = -0,574; p < 0,013) als auch dem fakalen
Calprotectin (rs=-0,474; p < 0,047) detektiert werden. Fakales Calprotectin korrelierte zudem mit
dem fakalen S100A12 (rs=0,934; p <0,0001). Das im Serum gemessene NMH korrelierte mit dem
fakal gemessenen NMH (rs = 0,443; p < 0,034). Die Ergebnisse waren signifikant.

2.2.2 Korrelationen zwischen Serum und fikalen Biomarkern und dem CIBDAI- Score
Es wurde eine signifikante Korrelation des CIBDAIs mit Serum S100A12 (rs = 0,545; p < 0,002)
sowie Serum Calprotectin (rs = 0,679; p < 0,0001) ausgemacht. Der CIBDAI korrelierte zum

Zeitpunkt der Erstuntersuchung nicht mit CRP oder den fakal gemessenen Biomarkern.

2.2.3 Korrelationen zwischen Serum und fékalen Biomarkern und Blutparametern

Serum S100A12 und Kalzium korrelierten negativ miteinander (rs = -0,397; p = 0,033). CRP
korrelierte negativ sowohl mit der absoluten Anzahl der eosinophilen Granulozyten im Blut (rs = -
0,439; p = 0,025), als auch dem Albumin (rs =-0,472; p < 0,010) und dem Cobalamin (rs =- 0,383;
p =0,037). Zwischen dem fakalen NMH und den eosinophilen Granulozyten wurde eine negative
Korrelation detektiert (rs = -0,605; p = 0,004). Negativ korrelierte das fakale NMH zudem mit
Albumin (rs = -0,449; p = 0,028). Die Ergebnisse erreichten Signifikanz.

2.2.4 Korrelationen ausgewahlter Blutparameter

Albumin korrelierte sowohl signifikant mit der absoluten Zahl der eosinophilen Granulozyten (rs =
0,531; p = 0,004), als auch mit den gemessenen Kaliziumwerten (rs = 0,403; p = 0,024). Fir
Kalzium konnte zudem eine negative Korrelation mit dem Hamatokrit detektiert werden (rs = -
0,443; p = 0,014).
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2.3 Verlaufsuntersuchungen der Biomarker in Kot und Serum

2.3.1 Verlaufsuntersuchungen der Biomarker im Serum

Fir alle im Serum gemessenen Biomarker konnte im Verlauf fir die Mehrzahl der Hunde mit FRE
und IBD ein Abfall der detektierten Messergebnisse zwischen Erst- und Letztuntersuchung
verzeichnet werden (Tab. 17). Die Einzelverlaufe waren auffallend heterogen. So zeigte sich bei
der Betrachtung der eingeschlossenen Hunde der Gruppen FRE (n= 10) und IBD (n= 9) ein
Anstieg der Serum Konzentrationen von NMH (FRE 6/ 10; IBD 3/ 9), S100A12 (FRE 4/ 10; IBD 1/
9) und CRP (FRE 2/ 10; IBD 1/ 9). Hunde der ARE-Gruppe wiesen fir die Marker NMH und
S100A12 zumeist einen Anstieg der gemessenen Konzentrationen von der Erst- zur
Letztuntersuchung auf. Bei funf von neun Hunden der ARE-Gruppe kam es zu einem Anstieg der
Serumkonzentration von S100A12 und NMH. Abb. 6 stellt die Verlaufsuntersuchungen der
Biomarker im Serum hinsichtlich der Diagnosegruppen grafisch dar.

Ein Hund (ID:18) der IBD- Gruppe mit nur partiellem Therapieansprechen hatte den hdchsten

generell gemessenen NMH-Wert im Serum zum Zeitpunkt der Letztuntersuchung.

2.3.2 Verlaufsuntersuchungen der Biomarker im Kot

Fir den im Kot gemessenen Marker S100A12 zeigte sich bei den meisten hier untersuchten
Hunden der FRE- und ARE- Gruppe ein Abfall der gemessenen Konzentrationen zwischen Erst-
und Letztuntersuchung. Ein Anstieg der Konzentration von S100A12 im Kot konnte jedoch sowohl
bei einzelnen hier eingeschlossenen Hunden der FRE-Gruppe (2/ 8), als auch bei Hunden der
ARE-Gruppe (3/ 5) festgestellt werden. Hunde der IBD-Gruppe lieRen zumeist einen Anstieg der
detektierten Messergebnisse des fakalen S100A12 zum Zeitpunkt der Letztuntersuchung
erkennen (Tab. 17). Auch fur das fakale NMH konnte mehrheitlich ein Konzentrationsanstieg der
Hunde mit ARE und IBD verzeichnet werden. Bei der Einzelbetrachtung der Hunde konnte fir
jeweils zwei von funf Hunden der ARE- und IBD-Gruppe einen Abfall dieser
Biomarkerkonzentration im Verlauf detektiert werden. Abb. 7 stellt die Verlaufsuntersuchungen
der Biomarker im Kot hinsichtlich der Diagnosegruppen grafisch dar.

Die héchste generell gemessene NMH-Konzentration im Kot wurde bei einem Hund (ID: 17) der
IBD-Gruppe mit vollstandiger klinischer Remission zum Zeitpunkt der Letztuntersuchung
verzeichnet. Das im Kot gemessene NMH zeigte zumeist einen Anstieg der Konzentration in der
Gruppe mit partiellem oder ausbleibendem Therapieansprechen im Vergleich zu Hunden mit

klinischer Remission (Tab. 18).
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Tabelle 17: Ergebnisse der Verlaufsmessung zwischen Erst- und Letztuntersuchung ausgewéhlter Biomarker in Serum und

Kot bei Hunden der Studienpopulation vergleichend zwischen den Diagnosegruppen.

Laborwert FRE ARE IBD P
- t
(Referenz (n=11) (n=9) (n=12) Wert
bereich)
Erst-US Letzt-US Erst-US Letzt-US Erst-US Letzt-US

Median Spanne Median Spanne Median Spanne Median Spanne Median Spanne Median Spanne

(n) (n) (n) (n) (n) (n)

Serum 89,0 30,7- 68,7 382- 758(9) 397- 782(9) 317- 1153 51,3 86,1(9) 420- 0,385
S100A12 (10) 184,3 (10) 180,5 276,8 138,9 9) 292,7 179,1

(56-331 pg/l)

Serum 1,7(7) 0360 16(7) 0662 31(7) 16131 25(7) 1,348 44(5) 33112 37(5) 2547 0533

Calprotectin
(0,9-11,9 mg/l)

Serum N- 21,8 5,4- 15,6 1,7-  194(9) 7,34262 20,3(9 105- 59,2(9) 16,3- 282(9) 123 0455
Methylhistamin ~ (10) 130,1 (10) 132,0 384,7 336,6 459,2

ON

CRP 35(10) 2,5-37,0 25(10) 2551 259) 25123 25(9) 25318 25(9) 25565 25(9) 25183 0,467

(2,5-7,6 mg/l)**

Fakales 195,5 25 183(9)  3,9- 30,2 (6) 1,8- 12,6 (6) 4,5 15 (6) 32- 5119 64,2 0,225
S100A12 (9) 606042 1205,5 4667,7 9766,3 15673,2  (6)  10505,1

(3-610 ng/g)
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Fakales 3,2 (6) 0,1-
Calprotectin 361,6

Fakales NMH 1761  42,9-
(5,3-253,9nglg)  (9) 372,1

0,5 (6)

124,7
©)

0,1-16,1

32,5-
918,0

0,9 (3)

132,1
(6)

0,6-3,9

59,8-
273,2

0,4 (3)

147,7
(6)

0,1-3,5

55,2-
864,3

0,65 (2)

426,0
(6)

0,0-4,5

116,0-
563,4

2,2 (2)

764,7
(6)

0,8-9,9

4,0-
7718,2

0,473

0,636

P Werte bestimmt mit Kruskal-Wallis-Test zur Bestimmung von Unterschieden der Mediane der Differenz von Letztuntersuchung-

Erstuntersuchung. Signifikanz < 0,05; Erst-US, Erstuntersuchung; Letzt-US, Letztuntersuchung; FRE, Futter-responsive Enteropathie;

ARE, Antibiotika-responsive Enteropathie; IBD, Inflammatory Bowel Disease; *Fur das Serum N-Methylhistamin liegt aktuell kein

etablierter Referenzbereich vor. **Zur statistischen Auswertung wurden CRP-Werte <2,5mg/l auf 2,5mg/l gesetzt.

80



Ergebnisse

A B
400+ Sx 15+
o k=)
E) £
2 3004 =
N g 10+
§ 200 2
n s ——
E 100 S =
2 o £
3 2 § T
0 T T @ 0 ' T r r r
E L E L E L E L E L E L
| ] | ] | ] | ] | 1 1 ]
FRE ARE I1BD FRE ARE IBD
(n=10) (n=9) (n=9) (n=7) (n=7) (n=15)
C D
60— 500+
—~ 400
S 40 T
=) 300
E z
o E 2
2 2 5_; 200
—
1004
3 L] L] T L L L] c h E Ll
E L E Lk E L E L E L E L
| ] | | RN [ RS\ | QN (PR |
FRE ARE IBD FRE ARE IBD
(n=10) (n=9) (n=9) (n=10) (n=9) (n=9)

Abbildung 6: Verlaufsmessungen der Biomarker im Serum zwischen Erst- und

Letztuntersuchung differenziert nach Diagnosegruppen.

Die y-Achse stellt den Messbereich der Biomarker im Serum: S100A12 (A), Calprotectin (B), C-
reaktives Protein (CRP)(C), und N-Methylhistamin (NMH) (D) im Serum dar. Die x-Achse zeigt
den Zeitpunkt der Untersuchung (E= Erstvorstellung;, L= Letztvorstellung) sowie die drei
Krankheitsgruppen: Futter-responsive Enteropathie (FRE), Antibiotika-responsive Enteropathie
(ARE) und Inflammatory Bowel Disease (IBD). Die grau hinterlegten Bereiche stellen den
genutzten Referenzbereich dar. Fiir Serum NMH liegt aktuell kein etablierter Referenzbereich vor.

Die Messergebnisse sind mittels , o“ gekennzeichnet. CRP-Konzentrationen unter 2,5mg/l wurden

auf 2,5mg/l gesetzt.
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Abbildung 7: Verlaufsmessungen der Biomarker im Kot zwischen Erst- und

Letztuntersuchung differenziert nach Diagnosegruppen.

Die y-Achse stellt den Messbereich der Biomarker im Serum: S100A12 (A), Calprotectin (B) und
N-Methylhistamin (NMH) (C) im Kot dar. Die x-Achse zeigt den Zeitpunkt der Untersuchung (E=
Erstvorstellung; L= Letztvorstellung) sowie die drei Krankheitsgruppen: Futter-responsive
Enteropathie (FRE), Antibiotika-responsive Enteropathie (ARE) und Inflammatory Bowel Disease
(IBD). Die grau hinterlegten Bereiche stellen den genutzen Referenzbereich dar. Die

Messergebnisse sind mittels , o“ gekennzeichnet.
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Tabelle 18: Ergebnisse der Messungen ausgewahlter Biomarker in Serum und Kot bei Hunden der Studienpopulation im

Verlauf zwischen Erst- und Letztuntersuchung vergleichend zwischen den Remissionsgruppen.

Laborwert VR PR/KR P Wert!
(Referenzbereich) (n=17) (n=15)
Erst-US Letzt-US Erst-US Letzt-US
Median Spanne Median Spanne Median Spanne Median Spanne
(n) (n) (n) (n)

Serum S100A12 108,2 30,7-292,7 95,7 (16)  38,2-180,5 76,3 (12) 43,0-179,1 73,8 (12) 31,7-180,5 0,173
(56-331 pg/l) (16)

Serum Calprotectin 3,9 (13) 0,3-13,1 3,0 (13) 1,1-4,7 3,2 (6) 1,7-6,0 3,1 (6) 0,6-6,2 0,322
(0,9-11,9 mg/l)

Serum 18,6 5,4-92,7 11,8(16)  1,7-384,7  53,5(12) 16,3-426,2 45,6 (12) 19,7-459,2 0,396
N-Methylhistamin (-)* (16)

CRP 2,5 (16) 2,5-12,3 2,5 (16) 2,5-4,7 2,6 (12) 2,5-56,5 3,0 (12) 2,5-31,8 0,803
(2,5-7,6 mg/l)**

Fékales S100A12 38,3 2,8-4698,0 18,3 (10) 4,5-9766,3 219,4 (9) 2,5-60604,3 95,9 (9) 7,9-10505,1 0,979
(3-610 ng/g) (10)

Fakales Calprotectin 0,9 (7) 0-3,9 0,6 (7) 0,1-16,1 4,5 (3) 0,1-361,6 0,5 (3) 0,4-9,9 0,729
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Fakales NMH 129,0 43,0-218,5 115,99 (10) 4,0-864,3 200,0 (9) 74,3-563,4 551,0 (9) 55,2-7718,2 0,939
(5,3-253,9 ng/g) (10)

TP Werte bestimmt mit Mann-Whitney-U-Test zur Bestimmung von Unterschieden der Mediane der Differenz von Letztuntersuchung-
Erstuntersuchung. Signifikanz < 0,05; VR, vollstandige Remission; PR, partielle Remission; KR, keine Remission; Erst-US,
Erstuntersuchung; Letzt-US, Letztuntersuchung; FRE, Futter-responsive Enteropathie; ARE, Antibiotika-responsive Enteropathie; IBD,

Inflammatory Bowel Disease; *Fir das Serum N-Methylhistamin liegt aktuell kein etablierter Referenzbereich vor. **Zur statistischen
Auswertung wurden CRP-Werte <2,5mg/l auf 2,5mg/l gesetzt.
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2.3.3 Beschreibung der Einzelverlaufe der Biomarker in Serum und Kot

Die individuellen Verlaufe der Biomarkerkonzentrationen in Serum und Kot bei ausgewahlten
Hunden mit ARE und IBD waren zu den unterschiedlichen Untersuchungszeitpunkten sehr
heterogen. Auch bei vergleichbarem klinischem Ansprechen auf die gewahlte Therapie, im Sinne
der kompletten, partiellen oder ausbleibenden Remission, wurde kein homogenes Verlaufsmuster
der Konzentrationen der Biomarker ausgemacht. Auch im zeitlichen Zusammenhang mit einem
Therapiewechsel konnte kein einheitlicher Konzentrationsverlauf zwischen den Hunden
festgestellt werden.

Fir die Mehrzahl der Hunde zeigte sich ein frihzeitigerer Anstieg der Konzentration des fakalen
S100A12 sowie des fakalen NMHs vor den Serumbiomarkern S100A12 und NMH. Die detaillierten
Beschreibungen sind in Kapitel 2.3.3.1 und 2.3.3.2 aufgefuhrt.

2.3.3.1 Beschreibung der Einzelverlaufe der Biomarker in Serum und Kot der ARE- und IBD-
Gruppe

Fir elf Hunde der IBD-Gruppe (Abb. 6), sowie acht Hunde der ARE-Gruppe (Anhang VI) konnten
die Einzelverlaufe der Biomarker in Serum und Kot grafisch dargestellt werden. Bei jeweils einem
Hund aus diesen Diagnosegruppen waren nicht geniigend Messergebnisse zu unterschiedlichen
Untersuchungszeitpunkten fir die Auswertung der Einzelverlaufe der Biomarker in Serum und Kot
vorhanden.

Sowohl fir S100A12 als auch NMH zeigte sich bei acht von elf IBD- und finf von acht ARE
Hunden ein frihzeitigeres Ansteigen bzw. Abfallen der Biomarkerkonzentrationen im Kot im
Vergleich zu den jeweiligen Serumkonzentrationen zu unterschiedlichen Zeitpunkten. Fur
Calprotectin konnte dieser Zusammenhang auf Grund fehlender Messdaten nicht ausgewertet
werden.

Auch bei Hunden mit vollstandiger klinischer Remission der IBD- Gruppe (ID: 12, 5, 6) wurde ein
inhomogenes Bild der Konzentrationsverlaufe verzeichnet. So wiesen zwei Hunde noch 30
Wochen nach der Erstvorstellung einen erneuten Anstieg der S100A12 Konzentration im Serum
(ID: 12, 5) bzw. im Kot (ID 12) auf. Die Hunde mit partieller klinischer Remission (ID: 8, 17, 18,
22) zeigten einen Anstieg, bzw. eine dauerhaft erhéhte Konzentration der fakalen Biomarker
S100A12 und NMH, bei Besserung der klinischen Erscheinung gemessen am CIBDAI. So konnte
beispielsweise bei Hund ID 22 um Woche finf nach Erstvorstellung ein deutlicher Anstieg des
fakalen S100A12 mit einem Peak der Konzentration um Woche acht nach Erstvorstellung
gemessen werden. Erst zum Zeitpunkt der zehnten Woche nach Erstuntersuchung konnte ein

Anstieg des CIBDAIs und damit eine Verschlechterung der Klinik anamnestisch festgestellt

85



Ergebnisse

werden. Auf Grund der klinischen Verschlechterung wurde eine endoskopische Beprobung
vorgenommen und der Hund mit immunsuppressiver Therapie behandelt. Der CIBDAI-Score
besserte sich daraufhin, jedoch kam es zum erneuten Anstieg des fakalen S100A12 bzw. NMHs.
Im Vergleich dazu zeigte Hund ID 17 einen Peak des fakalen S100A12, sowie ein konstant
erhdhtes fakales NMH um Woche 25 nach Erstvorstellung, mit niedrigem CIBDAI. Ein
numerischer Anstieg des CIBDAIs konnte zu einem spateren Zeitpunkt (Woche 35) nach einer
erneuten Erhéhung von fakalem S100A12, NHM und Serum S100A12 detektiert werden.

Auch bei den zwei Hunden mit ausbleibender klinischer Remission (ID: 26, 16) zeigte sich kein
einheitliches Bild der Biomarkerverlaufe. Beide Hunde wiesen jedoch einen Anstieg des fakalen
NMHs Uber den etablierten Referenzbereich wenige Wochen nach der Erstvorstellung bzw. dem
Therapiebeginn auf. Zudem zeigten beide einen Abfall des Serum NMHs im Verlauf. Wahrend bei
Hund 26 das fakale S100A12 im Verlauf trotz konstant schlechter Klinik abfiel, zeigte sich bei
Hund 16 trotz initialer klinischer Besserung ein erneuter Anstieg des fakalen S100A12 um Woche
zehn. Zum gleichen Zeitpunkt konnte auch eine Verschlechterung der Symptome dieses Hundes
mittels CIBDAI erfasst werden.
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Abbildung 8: Individuelle Einzelverlaufsmessungen der Konzentrationen ausgewahliter

Biomarker in Serum und Kot bei Hunden der IBD-Gruppe.

Die Konzentrationen der Biomarker im Serum (Serum S100A12 (SS100A12), Serum Calprotectin
(SCP), C-reaktives Protein (CRP), Serum NMH (SNMH)) und Kot (Fékales S100A12 (FS100A12),
Fékales Calprotectin (FCP) und Fékales NMH (FNMH) sind auf der linken y-Achse dargestellt.
Aufder rechten y-Achse ist der klinische Aktivitatsindex der chronischen Enteropathie des Hundes
(Canine inflammatory bowel disease activity index (CIBDAI)) aufgetragen. Der Nullpunkt der x-
Achse stellt den Zeitpunkt der Erstvorstellung dar. Probenentnahmen sind durch das Symbol ,, e*
gekennzeichnet. Die CIBDAI-Werte sind mit ,A" dargestellt. CRP-Messwerte unter 2,5mg/l wurden
auf 2,5 mg/l gesetzt.
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2.3.3.2 Therapiewechsel

Fir einen Hund der ARE-Gruppe (ID 20) und sechs Hunde der IBD-Gruppe (ID: 8, 12, 17, 18, 22,
26) konnten die Biomarkerkonzentrationen von S100A12 und NMH im Serum nach einem
Therapiewechsel untersucht werden. Zudem wurden die fakalen Konzentrationen von S100A12
und NMH von vier Hunden der IBD-Gruppe (ID: 12, 17, 22, 26) und einem Hund der ARE-Gruppe
(ID 20) zum gleichen Therapiewechsel ausgewertet. Hund 26 mit ausbleibender Remission hatte
einen erneuten Anstieg des fakalen NMHs nach Therapiewechsel Uber die
Ausgangskonzentration des Markers hinaus. Auch S100A12 im Serum dieses Hundes stieg nach
dem Therapiewechsel erneut an, ohne aber den Ausgangswert zu Uberschreiten. Die Hunde mit
kompletter klinischer Remission (ID: 12, 20) lieRen keinen einheitlichen Verlauf erkennen.
Wahrend der Hund mit ARE einen Abfall bzw. konstante Messergebnisse aufwies, konnte bei dem
Hund der IBD-Gruppe alleinig ein Abfall des fakalen NMHs detektiert werden. Alle anderen
Biomarker zeigten einen erneuten Anstieg der Konzentrationen, im Falle des fakalen S100A12
Uber den Ausgangswert hinaus.

Die anderen in Abbildung 7 dargestellten Hunde konnten eine partielle klinische Remission
erreichen. Fur die Hunde mit der ID: 17, 22 und 26 konnten sowohl fir das fakale S100A12, als
auch fur das fakale NMH Messwerte Uber den etablierten Referenzbereichen detektiert werden.
Hund 17 und 22 hatten einen deutlichen Anstieg des fakalen S100A12 nach dem
Therapiewechsel. Im Gegensatz dazu lie3 nur Hund 17 auch einen Anstieg des fakalen NMHs
detektieren, wohingegen bei Hund 22 eine deutliche Minimierung der gemessen NMH
Konzentration im Kot ausgemacht werden konnte. Hinsichtlich der Serummarker hatten diese vier
Hunde einen heterogenen Verlauf. Alleinig fir Hund 22 konnte ein erniedrigter Messwert fur NMH
und S100A12 im Serum nach Therapiewechsel ausgemacht werden. Fiir Hund 8 und 18 konnten
niedrigere Serum S100A12 Konzentrationen festgestellt werden, aber jeweils eine Erhéhung des

Serum NMHs Uber den Ausgangswert. Hund 17 zeigte einen gegenlaufigen Verlauf.
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ausgewahlter Biomarker in Serum und Kot vor und nach Therapiewechsel.

Die Konzentrationen der Biomarker im Serum (Serum S100A12 (A), Serum NMH (C)) und Kot
(Fékales S100A12 (B), Fékales NMH (D)) sind auf der y-Achse dargestellt. Die x-Achse zeigt den
jeweiligen Untersuchungszeitounkt (E: Erstuntersuchung; L: Letztuntersuchung) und den
Therapiewechsel (TX). Der grau hinterlegte Bereich zeigt den genutzten Referenzbereich. Fiir
Serum NMH liegt aktuell kein etablierter Referenzbereich vor. Probenentnahmen der IBD- Hunde

sind durch das Symbol , e gekennzeichnet. Probenentnahmen des Hundes mit ARE sind durch

,———A---“dargestellt.
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V Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Messung verschiedener Biomarker in Serum und Kot bei
Hunden mit chronisch-entziindlichen Enteropathien, um jene Marker zu identifizieren, die allein
oder in Kombination von diagnostischem und/oder prognostischem Nutzen sein kdnnten. Mit Hilfe
dieser Studie sollte eine moglichst friihzeitige Diagnosestellung der einzelnen Erkrankungsformen
der chronisch-entziindlichen Enteropathien des Hundes (FRE, ARE, IBD) ermoglicht werden.
Weiterhin sollte eine Aussage Uber das Ansprechen auf Therapie und eine mogliche Remission
im frihen Stadium der Therapie getroffen werden kénnen.

Bisher gibt es nur wenige Publikationen, die verschiedene Biomarker in Serum und Kot bei
Hunden mit chronisch-entztindlichen Enteropathien untersucht haben (Heilmann et al. 2018, Otoni
et al. 2018). Diese stellten vor allem die Nutzlichkeit des fakalen Calprotectins als Marker fiir den
Schweregrad (Heilmann et al. 2018) sowie die Aktivitat der Erkrankung (Otoni et al. 2018) fest.
Bislang liegen nach Wissen der Autorin keine publizierten Daten zur gleichzeitigen Untersuchung
der Biomarker S100A12, Calprotectin und NMH jeweils in Serum und Kot sowie CRP im Serum
bei Hunden mit chronisch-entziindlichen Enteropathien zum Therapiebeginn und im

Therapieverlauf vor.

1.1 Patientenpopulation und allgemeines Studiendesign

Zur Einteilung der Patienten hinsichtlich der klinischen Aktivitat der Erkrankung wurde der CIBDAI
nach Jergens et al. (2003) verwendet. Es konnte ein signifikanter Unterschied zwischen den
Diagnosegruppen der Studienpopulation zum Zeitpunkt der Erstvorstellung festgestellt werden.
Wie bereits in vorangegangenen Studien beschrieben (Allenspach et al. 2007, Kiihn 2012), zeigen
auch die vorliegenden Daten, dass Hunde mit schweren Krankheitsverlaufen und
dementsprechend hoéherem Aktivitatsindex eher an einer IBD leiden. Jedoch bleibt fraglich,
inwieweit der CIBDAI als alleiniger Parameter einen Rickschluss auf den Schweregrad der
Erkrankung und die Prognose zulasst (Munster et al. 2006, Allenspach et al. 2007, Kiihn 2012,
Volkmann et al. 2017).

Eine Vorbehandlung der hier untersuchten Tiere wurde anamnestisch festgehalten und bei knapp
der Halfte der eingeschlossenen Tiere verzeichnet. Es handelte sich zumeist um Diatversuche.

Auch deutlich gréRere Studien zur Untersuchung der klinischen Aktivitdt, bzw. negativ
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prognostischer Faktoren (Allenspach et al. 2007) als auch der hier beschriebenen Biomarker
(Heilmann et al. 2012, Heilmann et al. 2018) wurden an teilweise vorbehandelten Tieren
durchgefuhrt. Die Zeit zwischen der letzten Behandlung mit einer antibiotischen und/oder
immunsuppressiven Therapie und Studienbeginn musste mindestens zwei Wochen betragen
(Allenspach et al. 2007, Heilmann et al. 2012, Heilmann et al. 2018). In der vorliegenden Studie
wurde daflr ein Zeitfenster von vier Wochen festgelegt. Daher scheint eine Beeinflussung der
klinischen Ergebnisse und der Biomarkermessungen durch eine eventuelle Vorbehandlung der
Patienten unwahrscheinlich.

In dieser Studie wurde auf eine endoskopische Untersuchung bzw. Beprobung der
gastrointestinalen Schleimhaut bei Hunden mit gutem Ansprechen auf Diat und/oder Antibiotikum
verzichtet. Diese Untersuchungen stellen kostenintensive und invasive Methoden dar und eine
Unterscheidung der einzelnen Erkrankungsformen ist dadurch nicht méglich (Jergens et al. 1992,
Cave 2003, Allenspach 2007, Allenspach et al. 2007, Schreiner et al. 2008, Allenspach et al. 2016,
Dandrieux 2016). Zudem scheint es keinen Zusammenhang zwischen der Art bzw. dem
Schweregrad der Entzindung (endoskopisch wie histopathologisch) und der Prognose/ dem
Therapieansprechen bzw. der klinischen Aktivitat der Erkrankung zu geben (Craven et al. 2004,
Munster et al. 2006, Allenspach et al. 2007, Garcia-Sancho et al. 2007, McCann et al. 2007,
Schreiner et al. 2008, Jergens et al. 2010, Heilmann et al. 2018). Erst ein vereinfachtes
histopathologisches Bewertungssystem, welches im Jahr 2019 und somit nach Studienende
etabliert wurde, scheint eine Korrelation zwischen Ergebnissen der histopathologischen
Untersuchung und der klinischen Aktivitat der Erkrankung zu ermdglichen (Allenspach et al.
2019). Daher wurde in der vorliegenden Arbeit auf die statistische Uberpriifung eventueller
Zusammenhange zwischen endoskopischen bzw. histopathologischen Befunden und der
Diagnostik, Prognostik sowie den gemessenen Biomarkerkonzentrationen bei den Hunden der
Studienpopulation verzichtet.

Die Diagnosestellung einer ARE basiert auf dem klinischen Ansprechen eines Hundes auf die
Gabe eines Antibiotikums. Auch in der vorliegenden Studie wurden die Hunde mit ARE
entsprechend diagnostiziert. Neueste Veroffentlichungen lassen die Behandlung aller Hunde
ohne Ansprechen auf eine Eliminationsdiat mit einem Antibiotikum kritisch hinterfragen. Eine
aktuelle Publikation zum rationalen Einsatz von Antibiotika beim Hund mit chronischer
Enteropathie erklart, das antimikrobielle Medikamente nur nach einer erfolgten Diat und bei Bedarf
Beprobung der gastrointestinalen Schleimhaut, bzw. nach der Durchfiihrung anderer empirischer
Therapieversuche verabreicht werden sollten (Cerquetella et al. 2020). Da der Einsatz von

Antibiotika bei Hunden mit chronischer Enteropathie kontroverse Ergebnisse liefert (Westermarck
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et al. 2005, Suchodolski et al. 2009, Jergens et al. 2010, Kilpinen et al. 2015), bleibt abzuwarten,
inwieweit die Empfehlungen von Cerquetella et al (2020) klinisch umsetzbar sind. Zudem ist
fraglich, welches Probiotikum fir die Therapie von Hunden mit chronisch-entziindlichen
Enteropathien genutzt werden soll, da verschiedene Studien teils widerspriichliche Resultate
ergeben haben. So konnten Rossi et al. (2014) eine klinische und histopathologische Besserung
nach achtwdchiger Probiotikumtherapie bei Hunden mit chronisch-entziindlichen Enteropathien
verzeichnen. Eine spatere Studie konnte diese Ergebnisse trotz gleicher probiotischer Therapie
nicht reproduzieren (White et al. 2017).

Fir zuklnftige Studien sollte ein entsprechend angepasstes Studiendesign tberlegt werden und
die Auswirkungen auf die klinische Remission der Hunde mit chronischen Enteropathien
untersucht werden.

Hinsichtlich der klinischen Remission in der vorliegenden Studie ergab sich, dass Hunde mit IBD
signifikant haufiger ein schlechtes Therapieansprechen zeigten. Auch vorangegangene Studien
konnten feststellen, dass Hunde mit IBD seltener eine komplette klinische Remission erreichten
(Allenspach et al. 2007, Volkmann et al. 2017). Zur statistischen Auswertung wurden die Gruppen
(1) partielle Remission und (2) keine Remission auf Grund der kleinen Fallzahl der Hunde mit
ausbleibendem Therapieansprechen (n=2) zusammengefuhrt und vergleichend zur Gruppe mit

komplettem Therapieansprechen untersucht.

1.2 Biomarker

Die Einteilung der verschiedenen Formen der chronischen Enteropathie des Hundes erfolgt
anhand des unterschiedlichen Ansprechens auf bestimmte Therapieformen in FRE, ARE und IBD,
ohne dass die einzelnen Erkrankungsformen durch Endoskopie oder histopathologische
Untersuchungen zu unterscheiden sind (Jergens et al. 1992, Cave 2003, Allenspach 2007,
Allenspach et al. 2007, Schreiner et al. 2008, Allenspach et al. 2016, Dandrieux 2016). Ein nicht-
invasiver Test zur frihzeitigen ldentifizierung von Hunden ohne beziehungsweise mit nur
unzureichender Besserung der klinischen Symptomatik unter Diat- und/oder antibiotischem

Therapieversuch ware ein nitzliches Hilfsmittel in der tierarztlichen Praxis (Heilmann et al. 2018).

Serum S100A12 ermdglichte in der vorliegenden Studie keine Unterscheidung zwischen den
Diagnosegruppen bei Erstvorstellung. Hunde mit IBD zeigten im Median zwar héhere Serum
S100A12 Konzentrationen als Tiere der FRE- oder ARE Gruppe, jedoch statistisch nicht

signifikant. Dies entspricht den Ergebnissen von Heilmann et al. (2018). Die Individualverlaufe der
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eingeschlossenen Hunde zeigten unabhangig von der Diagnosegruppe keine einheitlich
gerichtete Konzentrationsanderung, sondern waren sehr heterogen. Eine Studie zeigte, dass
Serum S100A12 bei Hunden mit verschiedenen entziindlichen Erkrankungen auch auf3erhalb des
Magendarmtrakts ansteigen kann (Craig et al. 2016). Im Gegensatz dazu konnte eine andere
Arbeit keinen Zusammenhang zwischen einer Vielzahl entziindlicher Erkrankungen und dem
Anstieg von S100A12 im Serum bei Hunden verzeichnen (Koster et al. 2019). Die in die
vorliegende Studie eingeschlossenen Hunde wurden regelmaRig klinisch und hamatologisch
untersucht. Zu keinem Untersuchungszeitpunkt ergab sich ein Hinweis auf eine Entziindung
aullerhalb des Magendarmtraktes, welche fir den Anstieg der S100A12- Konzentration im Verlauf
bei einigen Hunden ursachlich sein kdnnte. Auch eine Behandlung mit Kortison hat laut Literatur
keinen Einfluss auf S100A12 im Serum (Heilmann et al. 2016a). Da aber bei keinem der
untersuchten Hunde eine Uberschreitung des oberen Referenzintervalls detektiert wurde, sind die
Schwankungen gegebenenfalls zu vernachlassigen. Daher scheint die klinische Nutzbarkeit
fraglich.

Die vorliegenden Daten zeigten eine starke Korrelation der S100A12 im Serum und dem
Schweregrad der Erkrankung, welcher mittels klinischem Aktivitdtsscore CIBDAI bestimmt wurde.
Daraus folgt, das mit steigenden S100A12 Konzentration auch der Krankheitsschweregrad
(CIBDAI) ansteigt. Dieser Zusammenhang konnte jedoch nicht in einer aktuellen
veterindrmedizinischen Studie sowie in einer humanmedizinischen Studie nachgewiesen werden
(Leach et al. 2007, Heilmann et al. 2018). Auch fir das im Serum gemessene Calprotectin zeigte
sich eine starke Korrelation mit dem CIBDAI in der vorliegenden Studie. Zudem wurde hier eine
sehr starke Korrelation von S100A12 und Calprotectin im Serum festgestellt. Das entspricht den
Daten der humanmedizinischen Literatur (Leach et al. 2007, Boschetti et al. 2015). So koénnte es
im klinischen Alltag ausreichen, einen der beiden Marker (S100A12/ Calprotectin) im Serum zu
bestimmen. Der alleinige Nutzen von S100A12 als prognostischer Marker zur Therapiekontrolle

oder zur friihzeitigen Diagnosestellung bleibt fraglich.

Das fakale S100A12 war zum Zeitpunkt der Erstuntersuchung im Median in der FRE-Gruppe am
hochsten. Ursachlich hierflir kdnnte die Anzahl der immunhistochemisch S100A12 positiven
Zellen (aktivierte mononukleare Zellen) in der Darmmukosa der untersuchten Hunde sein.
S100A12 positive Zellen scheinen bei Hunden mit chronisch-entziindlichen Enteropathien im
gesamten Magendarmtrakt auffindbar zu sein und korrelieren stark mit der fakalen S100A12
Konzentration (Heilmann et al. 2019). Die intestinale Mukosa von Hunden mit chronisch-

entzindlichen Enteropathien weist vermutlich einen erhéhten Gehalt an neu rekrutierten und
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damit aktivierten bzw. proinflammatorischen Makrophagen auf, die u.a. ursachlich fir die
chronische Entziindung des Darmes und die Expression der S100A12 Proteine sind (Bain und
Mowat 2011, Nolte et al. 2017, Bujko et al. 2018, Heilmann et al. 2019). Die klinische Aktivitat
bzw. der Schweregrad der Erkrankung scheint aber weder mit der Anzahl der S100A12 positiven
Zellen in der Darmschleimhaut (Heilmann et al. 2019) noch der intestinalen S100A12
Konzentration in der Mukosa (Hanifeh et al. 2018) zusammenzuhangen. So wiesen die Hunde mit
erhohten fakalen S100A12 Konzentrationen unabhangig von der Erkrankungsform zum Zeitpunkt
der Erstuntersuchung in dieser Studie zumeist nur milde bis moderate Formen der chronischen
Enteropathie laut CIBDAI auf. Ob der Gehalt der S100A12 positiven Zellen in der vorliegenden
Studienpopulation einen Einfluss auf die fakalen S100A12 Konzentrationen hatte ist fraglich, da
nicht bei allen Hunden gastrointestinale Biopsien entnommen wurden. Eine
immunhistochemische Untersuchung der Bioptate mit Doppelfarbungen mit Makrophagen-
spezifischen Markern wird empfohlen (Heilmann et al. 2019). Da die routinemafige
histopathologische Untersuchung der Proben im Studienzeitraum vor 2019 stattgefunden hat,
wurde dies nicht realisiert.

Heilmann et al. (2016) wiesen bei Hunden mit ausbleibender Remission signifikant erhéhte fakale
S100A12 Konzentrationen vor Therapiebeginn gegenuber Tieren mit gutem Therapieansprechen
nach. In der vorliegenden Studie wiesen Hunde mit spaterer kompletter Remission zum Zeitpunkt
der Erstvorstellung im Median zwar eine geringgradig héhere Konzentration des fakalen S100A12
als Hunde mit inkompletter Remission auf. Bei Betrachtung der Einzelverlaufe waren die absolut
hdchst gemessenen Werte allerdings bei Hunden mit partieller oder ausbleibender Remission zu
finden. Dies deckt sich mit den Ergebnissen der Studie von Heilmann et al. (2016).

In der Humanmedizin gibt es zum prognostischen Nutzen des fakalen S100A12 zum Zeitpunkt
der Erstvorstellung unterschiedliche Angaben. Fakales S100A12 korrelierte in einer Studie mit der
klinischen Remission der Erkrankung bzw. einem mdglichen Ruckfall (Dabritz et al. 2013). In einer
anderen Studie konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen den fakalen S100A12-
Konzentrationen und der Remission detektiert werden, auch wenn Patienten mit gutem
Therapieansprechen initial niedrigere Konzentrationen von S100A12 im Kot aufwiesen als
Patienten mit spater schlechtem Ansprechen (Boschetti et al. 2015). Die Verlaufsuntersuchungen
der hier untersuchten Hunde zeigten, dass vor allem Patienten mit partiellem Ansprechen einen
Konzentrationsanstieg des fakalen S100A12 zwischen Erst- und Letztuntersuchung aufwiesen.
Da fakales S100A12 einen guten Marker fur entziindliche Veranderungen im Magendarmtrakt
darstellt und mit dem Schweregrad der klinischen Veranderungen korreliert (Heilmann et al.
2014a, Heilmann et al. 2014b, Heilmann et al. 2016b, Heilmann et al. 2018), kénnte dies als
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mogliche Erklarung fir die Ergebnisse herangezogen werden. Denn auch an IBD erkrankte Kinder
wiesen trotz klinischer Remission erhdhte fakale S100A12 Werte im Vergleich zu gesunden
Kindern auf. Ursachlich hierflir scheint eine persistierende, subklinische Entzindung oder eine
vermehrte Ausschittung von S100A12 Proteinen bei erkrankten Individuen trotz klinischer
Remission (de Jong et al. 2006). Eine fakale S100A12 Konzentration >0,5mg/kg im Verlauf
scheint beim Menschen signifikant mit einem erneuten Krankheitsschub innerhalb der nachsten
18 Monate verbunden zu sein (Dabritz et al. 2013). Inwieweit ein erneuter Krankheitsschub bei
den Hunden der IBD-Gruppe in dieser vorliegenden Studie nach Studienende einen Einfluss auf
die erhohten fakalen S100A12 Konzentrationen hat, ist nicht untersucht worden. Auch ein Hund
mit gutem Therapieansprechen und vollstandiger klinischer Remission (ID 12) zeigte einen
Anstieg des fakalen S100A12 im Verlauf. Denkbar ware, dass der Konzentrationsanstieg dieses
Hundes mit kompletter Remission hinweisend fir einen erneuten Krankheitsschub nach
Studienende sein koénnte. Auch ob die Tiere der FRE- oder ARE-Gruppe, die keinen
Konzentrationsanstieg des fakalen SA10012 im Verlauf aufwiesen, zukinftig keinen erneuten

Krankheitsruickfall zeigen, bleibt unklar.

Serum Calprotectin ermdglichte in der vorliegenden Studie eine frihzeitige Unterscheidung
zwischen den Diagnosegruppen. Hunde mit IBD zeigten im Median signifikant hohere
Calprotectinkonzentrationen im Serum als Hunde mit FRE oder ARE. Auch eine weitere
veterindrmedizinische Studie zeigte eine numerisch im Median héhere Konzentration des
Calprotectins im Serum von Hunden mit IBD als bei Hunden mit FRE oder ARE, auch wenn keine
statistische Signifikanz erreicht wurde (Heilmann et al. 2018). Hinsichtlich der Erkrankungsform
scheint die Messung von Calprotectin im Serum zum Zeitpunkt der Erstvorstellung prognostisch
von Nutzen zu sein. Somit kdnnte die kombinierte Bestimmung von Serum Calprotectin und
CIBDAI eine fruhzeitige Erkennung von Hunden, die an IBD erkrankt sind und eine frihzeitige
Therapie mit entzindungshemmenden/immunsupprimierenden Medikamenten bendtigen,
ermoglichen. In gréler angelegten Folgestudien kdnnte eine Regressionsanalyse dazu beitragen,
den Effekt der kombinierten Messung dieser beiden Parameter ggf. auch in Kombination mit
weiteren Biomarkern hinsichtlich eines diagnostischen und prognostischen Nutzens zu eruieren.
In der vorliegenden Studie ware der Stichprobenfehler auf Grund der kleinen Fallzahl zu hoch,
weshalb auf die Regressionsanalyse, wie auch in anderen gréleren Studien (Allenspach et al.
2007), verzichtet wurde. Somit bleibt fraglich, ob eine kombinierte Messung der Biomarker die
Diagnostik und Prognostik bei Hunden mit chronisch-entziindlicher Enteropathie erleichtern kann.

Eine Verodffentlichung aus dem Jahr 2015 beschreibt, dass die aktuelle Datenlage eine
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kombinierte Messung, also den Einsatz von mehr als einem Kotmarker zu einem Zeitpunkt, die
Diagnostik der IBD beim Menschen nicht unterstitzt. Es wirde nur zur Steigerung der
diagnostischen Kosten, nicht aber zur Erhéhung der diagnostischen Aussagekraft flhren
(Lehmann et al. 2015).

Fakales Calprotectin zeigte in der vorliegenden Studie einen &hnlichen Konzentrationsverlauf
wie das oben beschriebene fakale S100A12. Hunde der FRE-Gruppe wiesen bei Erstvorstellung
eine im Median deutlich héhere Calprotectinkonzentration auf als Hunde der ARE- oder IBD-
Gruppe. Eine aktuelle Studie zeigte, dass Hunde mit FRE eine deutlich héhere Anzahl an
Calprotectin-positiven Zellen in den Krypten und Villi der Darmschleimhaut aufwiesen als gesunde
Hunde bzw. Hunde mit ARE oder IBD (Dandrieux et al. 2018). Jedoch scheint die fékale
Calprotectinkonzentration nicht mit der Anzahl der Calprotectin-positiven Zellen im gesamten
Magendarmtrakt zu korrelieren (Heilmann et al. 2019). Weiterhin ist fraglich, ob die Expression
des Calprotectins im Rahmen der Reifung kaniner Makrophagen abnimmt (Nolte et al. 2017).
Sowohl neutrophile Granulozyten (German et al. 2000c) als auch Epithelzellen (Foell et al. 2004)
schutten Calprotectin im Rahmen einer Entzindung aus. Inwieweit diese Zelltypen Einfluss auf
die hier gemessenen hohen Konzentrationen in der FRE-Gruppe haben, ist unklar.

Fakales Calprotectin lasst nach einer humanmedizinischen Literaturanalyse mit einer Sensitivitat
und Spezifitat von 43-100% Ruckschlisse auf eventuelle Krankheitsrickfalle beim Menschen zu
(Musci et al. 2016). Asymptomatische Patienten mit wiederholt abnormalen fakalen
Calprotectinkonzentrationen scheinen eine 53-83%ige Wahrscheinlichkeit eines erneuten
Krankheitsschubes in den nachsten 2-3 Monaten zu haben (Heida et al. 2017). In der hier
vorliegenden Studie zeigten die meisten Hunde der IBD-Gruppe eine unzureichende bzw. keine
Remission. Insofern ist ein erneuter Krankheitsriickfall nach Studienende eine moégliche Erklarung
fir die Konzentrationserh6hungen in dieser Gruppe. Weiterhin beschrieben Heilmann et al.
(2012), dass der antiinflammatorische, proapoptotische Charakter des extrazellularen
Calprotectins einen Einfluss auf den Anstieg der Biomarkerwerte nach der Therapie haben
koénnte. Zudem ist fraglich, in wieweit die teilweise durchgefiihrte rektale Palpation zur Sammlung
der Kotproben in der vorliegenden Studie einen Einfluss auf die HOohe der gemessenen
Calprotectinkonzentrationen hatte. Die Calprotectinmessung sollte mit natirlich abgesetztem Kot
erfolgen, da die rektale Untersuchung gegebenenfalls Schleimhauttraumata verursacht, welche
die Calprotectinwerte falschlicherweise erhdht erscheinen lassen (Otoni et al. 2018). Zudem ist
der fakale Calprotectinwert zu verschiedenen Kotabsatzzeitpunkten variabel, wobei dieser

Einfluss auf die Messergebnisse noch unklar ist (Heilmann et al. 2011a, Otoni et al. 2018). So ist
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der diagnostische und prognostische Nutzen dieses Markers im Kot bei Hunden mit chronisch-
entziindlichen Enteropathien fraglich.

Die Hunde der ARE-Gruppe der vorliegenden Studie zeigten sowohl zum Zeitpunkt der
Erstvorstellung als auch im Verlauf niedrigere mediane fakale Calprotectinkonzentrationen als
Hunde der FRE- oder IBD-Gruppen. Ursachlich hierfur kdnnte die Bedeutung der Makrophagen
in der Pathogenese der FRE bzw. IBD beim Hund sein. Hunde mit FRE oder IBD zeigten in einer
aktuellen Studie deutlich erniedrigte Zahlen darmansassiger Makrophagen und eine erhdhte Zahl
junger Makrophagen im Vergleich zu gesunden Kontrollhunden und Hunden mit ARE. Eine
erniedrigte Anzahl darmansassiger Makrophagen scheint demnach eine wichtige Rolle in der
Pathogenese von FRE und IBD zu spielen (Dandrieux et al. 2018). Dieser Zusammenhang, wenn
auch nicht histopathologisch bestatigt, ist auch in der vorliegenden Studie moglich.

Wie bereits beschrieben (Heilmann et al. 2018) korrelieren fakales Calprotectin und fakales
S100A12 auch in der vorliegenden Studie sehr stark positiv miteinander. Daher kénnte es im
klinischen Alltag ausreichen, einen der beiden Marker im Kot zu bestimmen. Zudem bestatigen
die hier aufgezeigten Daten auch weitere Ergebnisse der Studie von Heilmann et al. (2018). So
konnte keine Korrelation des fakalen Calprotectins mit dem im Serum gemessenen S100A12 oder
CRP detektiert werden. In der Humanmedizin werden das fakale Calprotectin und das CRP bei
Patienten mit IBD haufig kombiniert gemessen, um das Ansprechen auf die Therapie und das
Outcome der Erkrankung tUberwachen zu kénnen. Bei gutem Therapieansprechen fallen beide
Biomarkerkonzentrationen ab. Ein erneuter Anstieg der Konzentrationen von Calprotectin bei
Morbus Crohn, bzw. ein Anstieg von Calprotectin und CRP bei Patienten mit Colitis ulcerosa kann
einen zukunftigen erneuten Krankheitsschub anzeigen (Engstrom et al. 2019). Zudem konnten
Korrelationen dieser beiden Marker in verschiedenen humanmedizinischen Studien ausgemacht
werden (Jones et al. 2008, Lin et al. 2015, Hoekman et al. 2016). Andere Studien stellten jedoch
fest, dass eine kombinierte Messung keine Verbesserung des Vorhersagewertes zum

Krankheitsverlauf bei Morbus Crohn oder Colitis ulcerosa zu haben scheint (Lin et al. 2015).

Fir das CRP wurden in der vorliegenden Studie keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Diagnosegruppen bzw. der klinischen Remission ausgemacht. Diese Ergebnisse decken sich mit
den Angaben der veterindrmedizinischen Literatur (Allenspach et al. 2007, Heilmann et al. 2018).
Ursachlich hierfur scheint der unspezifische Charakter des CRP als Biomarker fir eine
Entzindung. AuRerdem fehlen hochsensitive Messmethoden fir das kanine CRP in der
Veterinarmedizin (Jergens et al. 2003, Nakamura et al. 2008, Hillstrom et al. 2015, Heilmann et

al. 2018, Heilmann und Steiner 2018). Zudem ist fraglich, inwieweit eine Entziindung des
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Magendarmtraktes bei der chronischen Enteropathie des Hundes zu einer systemischen
Entzindungsreaktion fuhrt. Im Gegensatz zu einer veterinarmedizinischen Studie (Otoni et al.
2018) wurde in den vorliegenden Daten auch kein signifikanter Unterschied der CRP-
Konzentration vor und nach der Behandlung detektiert.

Allerdings konnte fur das CRP in dieser Studie eine negative Korrelation mit Serum- Albumin
nachgewiesen werden. Ein niedriger Albuminwert stellt einen negativen prognostischen Faktor fur
Hunde mit chronisch-entzindlichen Enteropathien dar (Craven et al. 2004, Munster et al. 2006,
Allenspach et al. 2007, Allenspach et al. 2016, Volkmann et al. 2017), der somit in Kombination
mit einem ansteigenden CRP-Wert eine gute Aussagekraft Uber das Voranschreiten der

Erkrankung besitzen konnte.

NMH im Kot korreliert in der vorliegenden Studie negativ mit dem Albumin. Dies unterstutzt friihere
Beschreibungen von einem Anstieg der Mastzelldegranulation bei Hunden mit
Proteinverlustenteropathie (Vaden 2000). Auch die vorliegenden Daten lieRen eine deutlich
niedrigere Albuminkonzentration bei Hunden mit unvollstandiger bzw. ausbleibender Remission
zum Zeitpunkt der Erstvorstellung erkennen, die zudem die héchsten im Median gemessen NMH-
Konzentrationen in Serum und Kot aufwiesen. Ein Zusammenhang zwischen Proteinverlust und
erhohter NMH-Konzentration scheint daher mdglich. In anderen Studien konnte jedoch keine
Korrelation zwischen Albumin und fakalem NMH ausgemacht werden (Berghoff 2008, Berghoff et
al. 2014). Die vorliegenden Daten ergaben sowohl fir das im Serum als auch im Kot gemessene
NMH die im Median héchsten Konzentrationen in der IBD Gruppe. Zudem zeigte sich ein
signifikanter Unterschied hinsichtlich der Remission. Hunde mit partieller oder ausbleibender
Remission wiesen signifikant hhere Serum NMH Werte auf als Hunde mit kompletter Remission.
Fraglich ist, inwieweit die Anzahl der Mastzellen in der Darmmukosa einen Einfluss auf die
detektieten NMH-Werte hat. Vorangegangene Studien zeigten keine Korrelation zwischen
fakalen NMH-Werten und Mastzellinfiltrationen der Darmschleimhaut auf (Anfinsen et al. 2014,
Berghoff et al. 2014). Es konnte jedoch eine héhere Mastzellzahl in der Darmschleimhaut von
Hunden mit FRE/ARE im Vergleich zu Hunden mit immunsuppressiver Therapie festgestellt
werden (German et al. 2001, Anfinsen et al. 2014). Diese Ergebnisse in Kombination mit der in
dieser Studie festgestellten negativen Korrelation des fakalen NMH mit der absoluten Anzahl der
eosinophilen  Granulozyten, kbénnten die Relevanz einer allergischen bzw. Typ-I
Hypersensitivitatsreaktion in Hunden mit Futter-responsiver Enteropathie unterstreichen. Unklar
ist, ob die erhdhten gemessenen NMH-Konzentrationen in der IBD-Gruppe mit einer gesteigerten

Mastzellaktivierung zusammenhangen. Es wird vermutet, dass aktivierte Mastzellen nach ihrer
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Degranulierung schlechter farbbar sind und daher in entzindeten Geweben schwieriger
nachgewiesen werden kdnnen (German et al. 2003a). Dies kénnte die in vorangegangenen
Studien detektierten niedrigen Mastzellzahlen in der Darmmukosa von Hunden, die eine
immunsuppressive Behandlung bendétigen, erklaren (German et al. 2001, Anfinsen et al. 2014).
Die Aktivierung bzw. Degranulierung dieser Zellen kénnten aber ursachlich fur die, in der
vorliegenden Studie, hohen gemessenen NMH-Konzentrationen in der IBD-Gruppe sein. Da
jedoch keine Untersuchung der Darmbioptate hinsichtlich der Mastzellzahl durchgefihrt wurde
und nur Hunde mit ausbleibendem Ansprechen auf Diat und Antibiotikum beprobt wurden, bleibt
dieser Zusammenhang unklar. Im Behandlungsverlauf zeigten sich auch zum Zeitpunkt der
Letztuntersuchung die im Median am héchsten gemessenen NMH-Werte in Serum und Kot in der
IBD-Gruppe. Weiterhin ergab sich ein Anstieg der medianen fakalen NMH-Konzentration
zwischen Erst- und Letztuntersuchung in der IBD-Gruppe. Fraglich ist, inwieweit eine bestehende
aktive Entzindung einen Anstieg der Werte erklaren kann, da keine Biopsie der Darmmukosa im
Verlauf durchgefiihrt wurde. Auch ein moglicher Einfluss der Kortisontherapie auf die NMH-
Messung bleibt ungeklart (Berghoff et al. 2014). Zudem ist bisher nicht geklart, ob die Zeit der
gastrointestinalen Passage einen Einfluss auf die NMH-Konzentrationen im Kot hat. Somit
kénnten Hunde mit Diarrhd, die eine schnellere gastrointestinale Passage zeigen, Veranderungen
in den fakalen NMH-Konzentrationen aufweisen (Berghoff et al. 2014). In der vorliegenden Studie
wurden die hochsten einzeln detektierten Werte bei breiigem Kot verzeichnet. Weitere
Untersuchungen zur klinischen Nutzbarkeit von NMH sind daher notwendig.

Das im Serum gemessene NMH ermdglicht bereits zum Zeitpunkt der Erstvorstellung einen
Rulckschluss auf eine wahrscheinliche klinische Remission. Weiterhin scheinen Hunde mit IBD
héhere Konzentrationen NMH im Serum aufzuweisen, womit eine friihzeitige Einschatzung des
Erkrankungstyps mdglich ware. Auf Grund der positiven Korrelationen von fakalem und im Serum
gemessene NMH, scheint es ausreichend, nur einen der beiden Marker zu bestimmen. Fir den
klinischen Alltag ist die Nutzbarkeit des Serummarkers aber noch unklar, da bisher kein

Referenzbereich etabliert werden konnte.

Die Betrachtung der Einzelverlaufe der Hunde mit IBD zeigte fiir das fakale S100A12 bzw. NMH
in den meisten Fallen ein friheres Ansteigen bzw. entsprechendes Abfallen der Konzentrationen
im Vergleich zu im Serum gemessenen S100A12 oder NMH. Dies deckt sich mit
humanmedizinischen Studien. Fakale Marker korrelieren besser als Serummarker mit der
Krankheitsaktivitat und den Veranderungen bzw. Abheilung der Darmschleimhaut (Langhorst et
al. 2008, af Bjorkesten et al. 2012, Karczewski et al. 2015, Langhorst et al. 2016, Kawashima et
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al. 2017). Zudem eignen sich fakale Marker besser zum Monitoring des Krankheitsverlaufs, da
der enge Kontakt des Kotes mit der intestinalen Mukosa die Aufnahme von intestinalen
Entziindungsmarkern in die Fazes ermdglicht. So spiegelt es direkt die entziindlichen Vorgange
im Darm wieder, wohingegen Serum Biomarker vor allem von zirkulierenden Leukozyten
ausgeschuttet werden. So scheinen die im Serum gemessenen Marker eher hinweisend fir
systemische, als fur gastrointestinale Entzindungen zu sein (Fukunaga et al. 2018). Limitierend
flr die Nutzbarkeit fakaler Marker sind jedoch die, wie flr Calprotectin beschrieben, Variationen
der Biomarkerkonzentration zwischen unterschiedlichen Kotabsatzzeitpunkten und der bisher
nicht geklarte Einfluss neoplastischer Erkrankungen des Darmes auf die Biomarkerkonzentration
im Kot (Lehmann et al. 2015, Heilmann et al. 2018).

Die durchgefihrten Verlaufsuntersuchungen in der vorliegenden Studie sollten die Nutzbarkeit
ausgewahlter Biomarker in Serum und Kot hinsichtlich des Monitorings der Erkrankung
Uberprufen. Die einzelnen Verlaufe der Hunde in der IBD- Gruppe zeigten jedoch eine sehr
heterogene Verteilung. Ursachlich hierfir kdnnten die jeweiligen Aktivitatsstadien der Erkrankung
der einzelnen Hunde zu den hier ausgewahlten Messzeitpunkten sein. Da es sich um eine
klinische Studie handelte und die Hunde mit unterschiedlich langanhaltenden
Krankheitssymptomen und unterschiedlicher klinischer Aktivitat eingeschlossen wurden, ist eine
Standardisierung der Messpunkte, wenn auch in einem einheitlichen Zeitfenster durchgefihrt,
nicht moglich. Auch das individuelle Verteilungsmuster der Erkrankung im Gastrointestinaltrakt
scheint einen Einfluss auf die Biomarkerkonzentrationen zu haben und kénnte die Heterogenitat
der individuellen Verlaufe der Biomarker in der vorliegenden Studie erklaren. Beim Menschen
konnten Unterschiede hinsichtlich der Korrelation zwischen fakalem Calprotectin und dem
endoskopischen und klinischen Aktivitatsindex bei Patienten mit Morbus Crohn bzw. Colitis
ulcerosa nachgewiesen werden. Patienten mit Morbus Crohn zeigten deutlich schwachere
Korrelationen des Biomarkers und der klinischen Parameter. Vermutlich ist der fokale
Entzindungscharakter bei Morbus Crohn hierfur ursachlich. Zudem sind tiefere Gewebeschichten
in der Darmschleimhaut betroffen. Das flhrt zu einer unberechenbaren Ausschittung des fakalen
Calprotectins aus der Darmschleimhaut (Fukunaga et al. 2018). Inwieweit eine fokale bzw. diffuse
entzindliche Veranderung bei den in die vorliegende Studie eingeschlossenen Hunde einen
Einfluss auf die fakalen Biomarkerkonzentrationen hat ist unklar. Die Auswertung der
anamnestisch erhobenen Daten ergab, dass Zweidrittel der in diese Studie eingeschlossen Hunde
Mischformen mit Dinn- und Dickdarmsymptomen aufwiesen. Auf Grund der geringen Anzahl an

Patienten mit alleinigen DUnn- bzw. Dickdarmsymptomen wurde auf eine statistische Auswertung
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eines eventuellen Zusammenhangs zwischen der Lokalisation der Erkrankung und der
Biomarkerkonzentrationen verzichtet. Auch dieser Zusammenhang sollte in zukinftigen Studien

untersucht werden.

1.3 Limitationen der Studie

Eine wesentliche Limitation dieser Studie ist die geringe Fallzahl. Daher sind die ermittelten
Zusammenhange kritisch zu hinterfragen und die Nutzbarkeit der hier untersuchten Biomarker
sollte in Studien mit groReren Fallzahlen Uberprift werden. Es war nicht méglich, von allen Tieren
zu allen Untersuchungszeitpunkten sowohl Serum- als auch Kotproben zu gewinnen. Dies lag
zum einen an fehlender Besitzercompliance vor allem bei klinisch deutlich gebessertem
Allgemeinbefinden des Hundes. Zum anderen waren auf Grund technischer Probleme nicht alle
Messungen des Calprotectins in Serum und Kot mdoglich.

Weiterhin waren mehrere Tierarzte an der Probensammlung beteiligt. Dies stellt eine weitere
Limitation dar, da anamnestische Daten die zur Berechnung des CIBDAIs genutzt wurden,
gegebenenfalls einer untersucherabhangigen Variabilitat unterlagen. Da auch die Sonographie
und Endoskopie von verschiedenen Tierarzten durchgefihrt wurde und die Dokumentation der
Ergebnisse nicht standardisiert war, ist auch hier keine einheitliche Auswertung mdglich gewesen.
Zudem wurden die histopathologischen Untersuchungen von verschiedenen Pathologen
durchgefuhrt. Da eine Variabilitdit zwischen den Ergebnissen verschiedener Untersucher
beschrieben ist, stellt dies eine weitere Limitation dar (Willard et al. 2010). Zudem sind Neoplasien
als Ursache fir die Magendarmerkrankungen der an der Studie beteiligten Hunde nicht sicher
auszuschlieRen, da das lleum endoskopisch nicht beprobt wurde. Eine erneute endoskopische
Kontrolle der Patienten mit lymphoplasmazelluldrer Entziindung, welche sich auf Grund
unkontrollierter Zellproliferation auch zu Neoplasien entwickeln konnte (Cave 2003), fand nicht
statt. Eine Langzeitnachverfolgung war nicht fur alle Patienten moglich, was die Daten beziiglich

der klinischen Remission beeinflusst haben konnte.
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VI Schlussfolgerung und Ausblick

Die in dieser Studie erhobenen klinischen Daten entsprechen zum Grol3teil den Angaben der
Literatur. Sowohl das Signalement als auch die Ergebnisse der klinischen Untersuchung besitzen
nur eine geringe Aussagekraft Uber den Schweregrad und die Progression einer chronisch-
entziindlichen Enteropathie des Hundes. Alter, Rasse, Geschlecht oder die Lokalisation der
Erkrankung eines Hundes lassen nur selten Rickschlisse auf die Ursache der chronischen
Entziindung des Magendarmtraktes zu. Daher sollten verschiedene spezielle Untersuchungen
genutzt werden, um die Diagnostik, die Therapieplanung und Aussagen Uber die Prognose zu
erleichtern. Ultraschall und endoskopische Untersuchung sollten dabei kritisch abgewogen
werden, da es sich um kostenintensive und im Falle der Endoskopie um invasive Methoden
handelt, deren Aussagekraft beztiglich der Diagnostik einer chronisch-entziindlichen Enteropathie
des Hundes limitiert ist. Deutlich weniger invasiv sind Untersuchungen von bestimmten
Parametern in Blut und Kot des Patienten. Daher ist es Ziel zahlreicher Studien, die Nutzbarkeit
verschiedener Biomarker und Laborparameter zu evaluieren. Auch in der vorliegenden Studie
konnte gezeigt werden, dass die gemeinsame Betrachtung ausgewahlter Laborparameter die
Aussagekraft bezlglich der Diagnose und Prognose der chronisch-entziindlichen Enteropathie
des Hundes erhdhen konnte.

Der klinische Aktivitatsscore (CIBDAI) lasst eine Einschatzung des Schweregrades der
Erkrankung zum Zeitpunkt der Erstuntersuchung des Hundes zu. Beide S100-Proteine (S100A12
und Calprotectin) im Serum korrelieren mit dem CIBDAI. Da beide Marker zudem signifikant
miteinander korrelieren, kann es im klinischen Alltag ausreichen, einen der beiden Marker,
S100A12 oder Calprotectin im Serum, zu bestimmen. Serum Calprotectin war signifikant bei
Hunden der IBD-Gruppe erhéht und kdnnte eine Unterscheidung der Erkrankungsform zum
Zeitpunkt der Erstuntersuchung erméglichen. CRP scheint in der vorliegenden Studie vor allem
als Aktivitatsparameter fir den Verlauf der Erkrankung hilfreich. Das Serum NMH war signifikant
erhoht bei Hunden mit unvollstandiger oder ausbleibender Remission, was eine frihzeitige
Einschatzung der klinischen Remission von Hunden mit chronisch-entziindlichen Enteropathien
ermoglichen kénnte. Die fakalen Marker NHM und S100A12 zeigten in der IBD-Gruppe zumeist
einen frihzeitigeren Anstieg der Konzentration als die entsprechenden Biomarker im Serum. So
scheinen die Serummarker vor allem im Hinblick auf die Diagnostik und Prognostik bei

Erstuntersuchung nutzbar zu sein. Die fakalen Marker kénnten hilfreich beim Monitoring der
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Erkrankung im Verlauf sein. Die Individualverlaufe der Hunde mit ARE und IBD wiesen jedoch
eine starke Heterogenitat auf. Insofern sind keine allgemeingiltigen Aussagen beziiglich des
diagnostischen und prognostischen Nutzens der Marker moglich.

Die hier vorliegenden Ergebnisse weisen darauf hin, dass eine zeitgleiche Messung von
Biomarkern in Serum und Kot die Aussagekraft bezliglich der Diagnostik und Prognostik der
chronisch-entzindlichen Enteropathien des Hundes erhdhen kénnte. Neben dem klinischen
Aktivitatsindex CIBDAI scheinen hierfiir vor allem die Marker NMH und Calprotectin im Serum,
sowie fakales NMH und S100A12 interessant. Weitere Studien sind jedoch notwendig, um diese
Ergebnisse und das Potential der hier untersuchten Biomarker zu verifizieren und fir die

veterinarmedizinische Praxis nutzbar zu machen.
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VIl Zusammenfassung

Untersuchungen zur Anwendung ausgewabhlter serologischer und fakaler Biomarker und
deren diagnostischen sowie prognostischen Nutzen bei Hunden mit chronisch-

entziindlichen Enteropathien

Die chronisch-entziindlichen Enteropathien des Hundes sind multifaktorielle Erkrankungen, deren
Atiopathogenese bisher nicht vollstandig aufgeklart werden konnte. Durch das Ansprechen auf
eine bestimmte Therapie wird eine Unterscheidung in Futter-responsive Enteropathie (FRE),
Antibiotika-responsive Enteropathie (ARE) und Inflammatory Bowel Disease (IBD) moglich. Diese
Erkrankungsformen lassen sich klinisch teilweise schwer voneinander unterscheiden. Daher ist
es das Ziel verschiedener Studien, Biomarker zu etablieren, deren Bestimmung die Aussagekraft
bezlglich der Diagnostik und Prognostik der Erkrankung friihzeitig erhéht. Diese prospektive,
unizentrische Studie sollte untersuchen, ob eine gleichzeitige Messung der Biomarker S100A12,
Calprotectin, C-reaktives Protein (CRP) und N-Methylhistamin (NMH) in Serum und/ oder Kot das
Monitoring der chronisch-entziindlichen Enteropathien des Hundes verbessern kann. Es sollten
jene Marker identifiziert werden, die allein oder in Kombination von diagnostischem und/oder
prognostischem Nutzen sein kénnten. Dazu wurden von Marz 2015 bis Marz 2018 an der Klinik
fur kleine Haustiere der Freien Universitat Berlin 32 Hunde mit chronisch intermittierenden oder
persistierenden gastrointestinalen Symptomen in die Studie eingeschlossen. Daten zu
Anamnese, Signalement, der klinischen Aktivitat der Erkrankung (Canine Inflammatory Bowel
Disease Activity Index (CIBDAI)), Laborparametern sowie bildgebender Diagnostik und
Endoskopie wurden ausgewertet. An Hand des Ansprechens auf eine bestimmte Therapie wurden
die Tiere in die Gruppen FRE (n= 11), ARE (n= 9) und IBD (n= 12) eingeteilt. Die Messung der
Biomarker erfolgte wenn mdglich zum Zeitpunkt der Erstvorstellung, im Verlauf und bei
Letztvorstellung. Das Ansprechen auf die Therapie bzw. die Besserung der klinischen Anzeichen
wurde eingeteilt in klinische Remission, partielle Remission oder keine Remission.

Die Daten der drei Diagnosegruppen wurden miteinander verglichen. Es zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Diagnosegruppen hinsichtlich der Anamnese, des
Signalements oder der Klinik. Der CIBDAI war zum Zeitpunkt der Erstuntersuchung bei Hunden
mit IBD gegentiber Hunden mit FRE oder ARE deutlich erhéht (p= 0,015). Hunde der IBD- Gruppe

erreichten seltener eine vollstandige klinische Remission (p= 0,046). Auch fir das im Serum
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gemessene Calprotectin  zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen den
Erkrankungsgruppen  (p= 0,048). Hunde mit IBD wiesen deutlich hdhere
Calprotectinkonzentrationen im Serum auf als Hunde mit FRE oder ARE. Auf Grund der stark
positiven Korrelation zwischen S100A12 und Calprotectin im Serum (rs=0,810; p <0,0001) scheint
eine alleinige Messung von Calprotectin im Serum ausreichend. Die fakalen Marker S100A12 und
Calprotectin zeigten bei Erstvorstellung die héchsten Konzentrationen in der FRE-Gruppe. Im
Verlauf erreichten beide Marker die hdchsten Konzentrationen in der IBD-Gruppe. Somit kénnte
eine Verlaufsmessung dieser Marker hinweisend fur die Aktivitdt der Erkrankung sein. Da beide
Marker auch im Kot sehr stark miteinander korrelierten (rs = 0,934; p <0,0001), scheint die
Messung eines der beiden Marker, Calprotectin oder S100A12, im Kot ausreichend. Das im
Serum gemessene NMH scheint zudem eine prognostische Aussage hinsichtlich des
Therapieansprechens bei Erstuntersuchung zu ermoéglichen. Hunde mit partieller oder
ausbleibender klinischer Remission zeigten deutlich héhere Serum NMH-Konzentrationen (p=
0,007) als Hunde mit kompletter Remission. Hunde mit IBD wiesen zudem sowohl bei
Erstvorstellung als auch im Verlauf héhere NMH-Werte im Kot als Hunde mit FRE oder ARE auf.
Basierend auf den Ergebnissen dieser Studie scheinen NMH in Serum und Kot sowie Serum
Calprotectin nutzlich in der Diagnostik der chronisch- entziindlichen Enteropathie des Hundes zu
sein.

Kotmarker scheinen hinweisend fiir eine erneute klinische Verschlechterung zu sein. Daher
eignen sich die Biomarker im Kot vor allem fir Verlaufsuntersuchungen, wahrend die Biomarker
im Serum eine Aussage bezlglich der Diagnose und Prognose bei Erstuntersuchung erméglichen
sowie die klinische Aktivitat im Verlauf anzeigen kénnen. Die kleine Studienpopulation stellt die
grofRte Limitation dieser Studie dar. Grofiere prospektive Studien sollten sich anschlief3en, um die

hier festgestellten Zusammenhange zu verifizieren.
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Vil Summary

Studies on the use of selected serological and fecal biomarkers and their diagnostic and

prognostic benefits in dogs with chronic inflammatory enteropathies

Canine chronic inflammatory enteropathies are multifactorial diseases, whose aetiopathogeneses
have yet to be fully understood. A classification as food-responsive enteropathy (FRE), antibiotic-
responsive enteropathy (ARE) and inflammatory bowel disease (IBD) is possible by means of the
response to a specific treatment. These disease forms are mostly difficult to differentiate clinically.
Thus, it is the goal of various studies to establish biomarkers, whose purpose it is to increase the
timely sensitivity of early diagnostics and prognostics of the disease. This prospective, single-
center study examined, whether a simultaneous measurement of the biomarkers S100A12,
calprotectin, C-reactive protein (CRP) and N-methylhistamine (NMH) in serum and/or faeces can
improve the monitoring of canine chronic inflammatory enteropathies. Markers were to be
identified, which could be of diagnostic and/or prognostic value, either alone or in combination. To
this end, 32 dogs with chronic intermittent or persistent gastrointestinal symptoms presented from
March 2015 to March 2018 at the Small Animal Clinic of the Freie Universitat Berlin were included
in this study. Data on their medical history, signalment, clinical disease activity (Canine
Inflammatory Bowel Disease Activity Index (CIBDALI)), laboratory parameters as well as imaging
diagnostics and endoscopy were analysed. Based on their response to a specific therapy, the
animals were classified into the groups FRE (n= 11), ARE (n= 9) and IBD (n= 12). The
measurement of the biomarkers ensued, whenever possible, at time of initial examination, follow-
up and final presentation. The response to therapy or the improvement of symptoms were
classified as clinical, partial or absent remission, respectively.

The data on the three diagnosis groups were compared. No significant differences between the
diagnosis groups regarding medical history, signalment or symptoms were seen. The CIBDAI was
significantly increased in the dogs with IBD compared to dogs with FRE or ARE (p= 0.015) at time
of the initial examination. Dogs of the IBD-group achieved a complete clinical remission (p= 0.046)
less often. A significant difference between the disease groups (p= 0.048) was also seen for
calprotectin measured in serum. Dogs with IBD showed significantly increased calprotectin
concentrations in serum compared to dogs with FRE or ARE. Based on this strong positive

correlation between S100A12 and calprotectin in serum (rs = 0.810; p <0.0001), the sole

107



Summary

measurement of calprotectin in serum seems sufficient. The faecal markers S100A12 and
calprotectin showed the highest concentrations at initial examination in the FRE-group. During
disease progression, both markers reached the highest concentrations in the IBD-group.
Therefore, follow-up measurements of these markers could be indicative of the disease activity.
As both markers also strongly correlated in faeces (rs = 0.934; p <0.0001), the measurement of
one of these markers — calprotectin or S100A12 — in faeces seems sufficient. Moreover, the NMH
measured in serum seems to facilitate a prognostic prediction regarding the response to therapy
at initial examination. Dogs with partial or absent clinical remission showed significantly increased
serum NMH concentrations (p= 0.007) compared to dogs with complete remission. Furthermore,
dogs with IBD presented with increased faecal NMH-values, both at initial examination as well as
at follow-up examinations, than dogs with FRE or ARE. Based on the findings of this study NMH
in serum and faeces as well as serum Calprotectin appear to be beneficial when diagnosing
chronic- inflammatory enteropathies in dogs.

The faecal markers seem to be indicative of a renewed clinical deterioration. Thus, the faecal
biomarkers are best suited for follow-up examinations, while the serum biomarkers enable a
prediction regarding diagnosis and prognosis at initial examination, or show the clinical activity
during disease progression, respectively. The small study population constitutes the largest
limitation of this study. Larger prospective studies should follow, to verify the ascertained

correlations herein.
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X Anhang

Anhang I: Tabellarische Darstellung des Signalements und ausgewahlter klinischer

Parameter der Hunde der Studienpopulation.

Nr. Rasse Alter in | Geschlecht | Diagnose | CIBDAI | Remission
Jahren EV

1 Rauhaarteckel 7 m FRE 7 PR
2 Mischling (10-20kg) | <1 wk FRE 4 VR
3 Leonberger <1 wk ARE 10 VR
4 Coton de Tulear 3 wk ARE 8 PR
5 Zwergkurzhaarteckel | 10 w IBD 11 VR
6 Mischling (20-30kg) | 6 wk IBD 8 VR
7 Mischling (20-30kg) | 2 wk IBD 7 PR
8 Labrador 1 m IBD 11 PR

Hollandse m ARE 7 PR
? Herdershond °
10 Boston Terrier 9 wk IBD 11 PR
11 Sibirischer Husky 9 m ARE 8 VR
12 Cocker Spaniel 3 mk IBD 11 VR
13 Labrador 4 w FRE 4 VR
14 Labradoodle 3 wk FRE 4 VR
15 Mischling (10-20kg) | 14 m ARE 4 VR
16 Cocker Spaniel 12 w IBD 8 KR
17 Mischling (10-20kg) | 3 m IBD 5 PR
18 Mischling (10-20kg) | 6 mk IBD 14 PR
19 Airedale Terrier <1 m ARE 8 VR
20 Pudel 2 m ARE 11 VR

Deutscher m FRE 5 PR
21 Schaferhund 1

Franzdsische w IBD 9 PR
22 Bulldogge 1
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23 Border Collie 2 mk ARE 4 PR
24 Mischling (10-20kg) | <1 w FRE 6 VR
25 Bolonka Zwetna 10 mk FRE 10 VR
26 Chihuahua 8 mk IBD 6 KR
27 Mischling (bis 10kg) | 5 w ARE 7 VR
28 Mischling (bis 10kg) | 11 w FRE 6 VR
29 Mischling (20-30kg) | 3 mk IBD 11 PR
30 Mischling (bis 10kg) | 9 w FRE 6 VR
Franzosische w FRE 4 VR
31 Bulldogge 2
32 Pudel 4 m FRE 11 PR

Nr., Fallnummer; w, weiblich; wk, weiblich kastriert; m, mannlich; mk, mannlich kastriert; EV,
Erstvorstellung; FRE, Futter-responsive Enteropathie; ARE, Antibiotika-responsive Enteropathie;
IBD, Inflammatory Bowel Disease; VR, vollstandige Remission; PR, partielle Remission; KR, keine

Remission
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Anhang II: Ergebnisse der Korrelationsanalyse ausgewabhlter klinischer Parameter und der Biomarker in Serum und Kot.

143

Outcome CIBDAI SS100A12 | SCP CRP SNMH | FS100A12 FCP FNMH | HKT Eos. | Albumin | Kalzium | Cobalamin
pg/l mgl/l mgl/l (-) ng/g ug/g ng/g I/l abs. gll mmol/l pg/ml
Outcome p 1,000 ,199 -,210 ,108 ,181 ,494” ,000 ,000 ,022 -220 | -,146 ,047 -,033 112
Sig. T ,275 ,266 ,608 ,337 ,006 1,000 1,000 ,916 ,244 ,459 ,802 ,862 ,542
N 32 32 30 25 30 30 25 19 25 30 28 31 31 32
CIBDAI p ,199 1,000 ,5457 6797 | ,004 ,165 -,246 -,279 ,158 219 | -2219 ,026 -,235 176
Sig. T ,275 ,002 ,000 ,983 ,385 ,235 ,248 ,451 ,245 ,262 ,889 ,203 ,337
N 32 32 30 25 30 30 25 19 25 30 28 31 31 32
SS100A12 p -,210 545" 1,000 ,8107 ,166 -,215 -,346 -,389 142 ,220 | -,183 -175 -,397 -,034
Hg/l Sig. T ,266 ,002 ,000 ,381 ,254 ,106 11 517 ,262 372 ,363 ,033 ,856
N 30 30 30 25 30 30 23 18 23 28 26 29 29 30
SCP p ,108 6797 ,8107 1,000 | ,129 278 574 - 474 ,216 -,010 | -,080 -,167 -,308 ,074
mgl/l Sig. T ,608 ,000 ,000 ,537 178 ,013 ,047 ,389 ,964 724 435 144 724
N 25 25 25 25 25 25 18 18 18 24 22 24 24 25
CRP p ,181 ,004 ,166 129 1,000 ,318 ,085 ,010 174 -170 | -,439" | -4727 -,048 -,383
mgl/l Sig. T ,337 ,983 ,381 ,537 ,087 ,701 ,969 428 ,387 ,025 ,010 ,806 ,037
N 30 30 30 25 30 30 23 18 23 28 26 29 29 30
SNMH p ,494” ,165 -,215 278 ,318 1,000 -,089 ,041 443 | -322 | -164 -,285 ,011 ,092
) Sig. T ,006 ,385 ,254 178 ,087 ,687 ,870 ,034 ,094 423 ,135 ,953 ,629
N 30 30 30 25 30 30 23 18 23 28 26 29 29 30
FS100A12 p ,000 -,246 -,346 -574 | ,085 -,089 1,000 ,934” ,088 ,108 | -,336 -,264 -,285 -,315
ng/g Sig. T 1,000 ,235 ,106 ,013 ,701 ,687 ,000 677 ,625 137 212 A77 125
N 25 25 23 18 23 23 25 19 25 23 21 24 24 25
FCP p ,000 -,279 -,389 -474 | 010 ,041 ,934” 1,000 147 -109 | -,326 -,264 -173 - 119




Anhang

ug/g Sig.t 1,000 ,248 11 ,047 | 969 ,870 ,000 . 548 | 667 | 218 ,291 ,493 ,628
N 19 19 18 18 18 18 19 19 19 18 16 18 18 19
FNMH P ,022 158 142 ,216 174 443 ,088 147 1,000 | -235| -605" | -449 -,147 -,051
ng/g Sig.t 916 451 517 ,389 | 428 ,034 677 ,548 . ,280 | ,004 ,028 ,493 ,810
N 25 25 23 18 23 23 25 19 25 23 21 24 24 25
HKT I P -,220 219 ,220 -,010 | -,170 -,322 ,108 -109 | -235 | 1,000| ,222 172 -,443 ,062
Sig. 1 244 ,245 ,262 964 | ,387 ,094 ,625 ,667 ,280 . ,256 ,363 ,014 745
N 30 30 28 24 28 28 23 18 23 30 28 30 30 30
Eos. absolut  p -,146 -,219 -,183 -,080 [ -439" | -164 -,336 -326 | -605" | ,222 | 1,000 | ,531" 217 ,302
Sig. 1 459 ,262 ,372 724 | 025 423 137 ,218 004 | 256 : ,004 ,267 118
N 28 28 26 22 26 26 21 16 21 28 28 28 28 28
Albumin P ,047 ,026 -175 -167 | -4727 | -285 -,264 -,264 -449° | 172 | ,5317 | 1,000 403 ,230
g/l Sig.t ,802 ,889 ,363 435 | 010 ,135 212 ,291 028 | ,363 | ,004 : ,024 214
N 31 31 29 24 29 29 24 18 24 30 28 31 31 31
Kalzium o -,033 -,235 -,397 -,308 | -,048 011 -,285 SA73 | -147 | -443 | 217 403" 1,000 1121
mmol/l Sig. 1 ,862 ,203 ,033 144 | 806 ,953 77 1493 493 | 014 | 267 ,024 . 517
N 31 31 29 24 29 29 24 18 24 30 28 31 31 31
Cobalamin P 112 176 -,034 074 | -,383 ,092 -,315 -119 | -051 | ,062 | ,302 ,230 ,121 1,000
pg/mli Sig.t 542 ,337 ,856 724 | 037 ,629 125 ,628 810 | ,745 | 118 214 517
N 32 32 30 25 30 30 25 19 25 30 28 31 31 32

p- Wert (rs) bestimmt mittels einer Korrelationsanalyse nach Spearman. * Die Korrelation ist auf dem 0,05 Niveau signifikant (zweiseitig). ** Die
Korrelation ist auf dem 0,01 Niveau signifikant (zweiseitig). Sig. T, Signifikanz zweiseitig; CIBDAI; Canine Inflammatory Bowel Disease Activity Index;
SS100A12, Serum S100A12; SCP, Serum Calprotectin; CRP, C-reaktives Protein; SNMH, Serum N-Methylhistamin; FS100A12, Fakales S100A12;
FCP, Fakales Calprotectin; FNMH, Fakales N-Methylhistamin; HKT, Hamatokrit; Eos. abs., absolute Zahl der eosinophilen Granulozyten. (-) Fir das
Serum N-Methylhistamin liegt aktuell kein etablierter Referenzbereich vor.
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Anhang Ill: Fakale Biomarkerkonzentrationen zum Zeitpunkt der Erstvorstellung

hinsichtlich der Kotkonsistenz.

Die y-Achse stellt den Messbereich des jeweiligen Biomarkers dar. Auf der x-Achse sind die
unterschiedlichen Kotkonsistenzen aufgetragen. Der grau hinterlegte Bereich zeigt den genutzten
Referenzbereich. Die Punkte stellen die einzelnen gemessenen Konzentrationen des jeweiligen
Patienten dar. Die mittlere horizontale Linie innerhalb der Punkte zeigt den Median. Die oberen

und unteren Begrenzungen stellen den Interquartilabstand dar (IQR).
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Anhang IV: Individuelle Einzelverlaufsmessungen der Konzentrationen ausgewihlter

Biomarker in Serum und Kot bei Hunden der ARE-Gruppe.

Die Konzentrationen der Biomarker im Serum (Serum S100A12 (SS100A12), Serum Calprotectin
(SCP), C-reaktives Protein (CRP), Serum NMH (SNMH)) und Kot (Fékales S100A12 (FS100A12),
Fékales Calprotectin (FCP) und Fékales NMH (FNMH) sind auf der linken y-Achse dargestellt.
Aufder rechten y-Achse ist der klinische Aktivitatsindex der chronischen Enteropathie des Hundes
(Canine inflammatory bowel disease activity index (CIBDAI)) aufgetragen. Der Nullpunkt der x-
Achse stellt den Zeitpunkt der Erstvorstellung dar. Probenentnahmen sind durch das Symbol ,, e*
gekennzeichnet. Die CIBDAI-Werte sind mit ,A" dargestellt. CRP-Messwerte unter 2,5mg/l wurden
auf 2,5 mg/l gesetzt.
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