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Einleitung 1

1 Einleitung

Das Magendilatations-Magendrehungssyndrom (MMS) stellt eine perakute Erkrankung
grolBwichsiger Hunderassen dar. Trotz moderner Intensivmedizin geht diese Erkrankung
immer noch mit hohen Mortalitatsraten einher (MUIR 1982, MATTHIESEN 1983,
BROURMAN et al. 1996, BROCKMAN et al. 1995).

Seit der Erstbeschreibung im Jahre 1906 durch CADEAC sind eine Vielzahl von
Anstrengungen unternommen worden, um die Atiologie dieses Krankheitskomplexes
aufzuklaren, was bisher aber nur in Ansatzen zum Erfolg fuhrte.

Die ungeklarte Atiologie sowie die Tatsache, dass das MMS in den letzten Jahren immer
mehr an Bedeutung gewinnt (RAGHAVAN et al. 2004, GLICKMAN et al. 1994), erfordern
zwingend weitere Untersuchungen zu diesem Krankheitskomplex.

Fur die Klarung der Atiologie des MMS wurde bisher iber eine Vielzahl von Faktoren
diskutiert. Einer mdglichen Beteiligung der Magen-Darm-Flora des Hundes an der
Entstehung des MMS, basierend auf deren Stoffwechselprodukten und/oder Toxinbildung,
wurde bisher wenig Bedeutung beigemessen. VAN KRUINIGEN et al. (1974) und
ROGOLSKY und VAN KRUININGEN (1978) sehen in einer vermehrten bakteriellen
Fermentation die ausldsende Ursache des MMS. Bereits im Jahre 1974 weisen VAN
KRUININGEN et al. auf einen Einfluss von Clostridientoxinen in der Ausbildung des MMS
hin.

Uber die Beteiligung des Immunsystems am MMS ist bisher wenig bekannt. Lediglich
FOSTER et al. (2003) beschreiben signifikant erhéhte Antikdrpertiter gegen
Nahrungsbestandteile bei Tieren mit MMS.

Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war es daher zu klaren, in wie weit die Magen-Darm-
Flora des Hundes und/oder deren mikrobielle Fermentationsprodukte an der Entstehung des
MMS beteiligt sind, wobei besonderes Augenmerk auf den Gasbildner Clostridium
perfringens gelegt werden sollte.

Die Untersuchung einer mdglichen Bedeutung von C. botulinum und Botulinumneurotoxinen
(BotNt) war von besonderem Interesse, da dieser Aspekt bisher noch nicht in der Literatur
bertcksichtigt wurde.

Aulerdem wurden die Auswirkungen des MMS auf immunologische Parameter wie C-
reaktives Protein (CRP), IgA-, IgG-, IgM-Gesamtimmunglobulinspiegel, Antikorperspiegel
gegen ausgewahlte Antigene und Kklinisch-chemische Parameter wie Amylase-, Lipase-
sowie Laktatspiegel tberpruft.

Zusatzlich wurden Uber einen Fragebogen pradisponierende Faktoren ermittelt und weitere
Informationen zum MMS gewonnen.
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2 Literaturiibersicht

2.1 Anatomie des Hundemagens

Der einfache, einhtdhlige Magen des Hundes stellt eine sackférmige Erweiterung des
Verdauungstraktes dar. Seine Aufgabe besteht in der Speicherung sowie in der
mechanischen und chemischen Aufbereitung des zugefuihrten Futters (SALOMON et al.
2005). Nach SCHUMMER und WILKENS (1995) besitzt der Magen je nach Rasse ein
Fassungsvermogen von 1 bis 9 . Mit einem Gewicht von 65 bis 270 g macht er 0,621 bis
1,385 % des Korpergewichtes des Hundes aus. BELLENGER und ARCHIBALD (1984)
beziffern das Fassungsvermdgen auf eine Kapazitat von 0,5 bis 8 I. Dies entspricht ca.100
bis 250 ml pro kg Korpergewicht und einem Leergewicht von 0,65 % des
Gesamtkorpergewichtes. Am Magen selbst kann man eine kraniale, dem Zwerchfell
zugewandte Facies parietalis und eine kaudale Facies visceralis unterscheiden. Wahrend die
konvexe grol3e Kurvatur, Curvatura ventriculi major, nach links und kaudal gerichtet ist, weist
die kleine konkave Kurvatur, Curvatura ventriculi minor, nach rechts und kraniodorsal. Der
proximale Teil des Magens gliedert sich in die Kardia und den linksseitig gelegenen Korpus
sowie den blindsackartigen Fundus (Magenblase). Mit der Incisura angularis geht der Magen
in seinen distalen Teil Gber. Wie in Abb.1 zu erkennen ist, besteht dieser aus dem Antrum
pyloricum und den sich konusartig verjingenden Canalis pyloricus, der mit dem Pylorus
endet (BELLENGER und ARCHIBALD 1984, GRANDAGE 1985, BUDRAS und FRICKE
1987, SCHUMMER und WILKENS 1995).

Abb.1 mafig gefillter Magen (mod. nach SCHUMMER un  d WILKENS 1995)

a Pars cardiaca, b Fundus ventriculi, ¢ Corpus ventriculi, d = e Pars pylorica, f
Pylorus, g Osophagus, h Pars cranialis duodeni, i Curvatura major, k Curvatura minor
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Die Aufhdngung des Magens besteht aus dem wahrend der embryonalen Magendrehung
stark gedehnten Mesogastrium dorsale und dem Mesogastrium ventrale. Das Mesogastrium
dorsale nimmt seinen Ursprung an der dorsalen Bauchwand und setzt an der grof3en
Kurvatur an. Das Mesogastrium ventrale setzt sich aus dem Ligamentum hepatogastricum
und dem Ligamentum hepatoduodenale zusammen (SCHUMMER und WILKENS 1995).
Durch diese Aufhangung wird der Magen des Hundes nur lose befestigt (SALOMON et al.
2005), so dass er je nach Fillungszustand groRen Lageverdnderungen unterworfen ist
(HABERMEHL 1956). GRANDAGE (1985) postuliert, dass die notwendige Motilitat und die
unterschiedlichen Fiillungszustande des Magens einer festeren Fixierung entgegenstehen.
Der leere Magen liegt vollstandig intrathorakal und ist nicht zu palpieren. Hierbei liegt der
Scheitel des U-férmigen Rohres in Hohe der Querebene der zehnten Rippen. Wahrend die
Cardia sich im 9. Interkostalraum befindet, erstrecken sich der Corpus und der Fundus
vorwiegend links der Medianen. Von hier aus steigt die Pars pylorica nach rechts und kranial
an, so dass der Pylorus an der Porta hepatis unterhalb der Mitte der zehnten Rippe zum
Liegen kommt. Der hochgradig gefillte Magen, der sich als ein sackartiges Gebilde darstellt,
dehnt sich v. a. nach kaudal und ventral aus. Der maximal geflllte Magen erstreckt sich bis
zu einer Transversalebene durch den 3. bis 4. Lendenwirbel und fillt somit fast die gesamte
Bauchhohle aus (BERG 1988).

2.2 Nervale Innervation des Hundemagens

Der Magen-Darmtrakt verfligt Uber ein autonomes Nervensystem, das als enterisches oder
intrinsisches Nervensystem bezeichnet wird. Die Neuronen dieses Nervensystems befinden
sich im Plexus myentericus (Auerbach) und im Plexus submucosus (Mei3ner) (VAUPEL und
EWE 1997), die Uber Interneurone miteinander verbunden sind (HALL et al. 1988). Der
Plexus myentericus, der zwischen der &ufReren Langs- und der inneren Ringmuskelschicht
des Magen-Darmtraktes lokalisiert ist, beeinflusst v.a. die Regulation des Muskeltonus und
den Rhythmus der Kontraktionen. Der in der Tela submucosa gelegene Plexus submucosus
hingegen ist vorwiegend fiur die Steuerung der Sekretion der Epithelzellen und die Peristaltik
der Muscularis mucosae verantwortlich (NETTER 1987).

Das vegetative Nervensystem wirkt dber den Sympathikus und Parasympathikus
modulierend auf das Darmnervensystem ein (VAUPEL und EWE 1997). Hierbei fordert der
Parasympathikus grundsatzlich die Motilitdt und die Sekretion, wahrend der Sympathikus
einen hemmenden Einfluss ausibt. Die parasympathischen Fasern gelangen uber den
Nervus vagus zum Magen. Der Nervus vagus tritt als Truncus vagalis dorsalis und als
Truncus vagalis ventralis durch den Hiatus oesophageus in die Bauchhohle. Der Truncus
vagalis ventralis zieht an die kleine Kurvatur des Magens, wo er an der Facies parietales den
Plexus gastricus cranialis bildet. Dieser entldsst Rami gastrici parietales an die vordere
Magenwand. Der Truncus vagalis dorsalis zieht zum Plexus coeliacus und gibt hier Rami
gastrici viscerales an die Pars visceralis des Magens ab. Diese bilden den Plexus gastricus
caudalis, durch den v.a. die Kardiaregion innerviert wird. Die sympathischen Fasern
entstammen dem Brustsegment des Ruckenmarks. Sie durchziehen die Grenzstrang-
ganglien und gelangen Uber die Nn. splanchnici zum Plexus coeliacus. Im Ganglion
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coeliacum werden sie auf postgangliondre Neurone umgeschaltet (SALOMON et al. 2005).

2.3 Physiologie der Magenentleerung

Schon im Jahre 1898 stellte CANNON fest, dass der Magen in zwei motorische Regionen
unterteilt werden kann, die keiner anatomischen Begrenzung entsprechen. Diese Theorie
wurde in den folgenden Jahren von mehreren Autoren bestéatigt (SARNA et al. 1972, KELLY
1980, HALL et al. 1988, CULLEN und KELLY 1993), wobei die von CANNON festgesetzte
Einteilung leicht modifiziert wurde. Der proximale Teil des Magens besteht aus dem Fundus
und ca. 1/3 des Corpus. Der distale Abschnitt setzt sich aus den restlichen 2/3 der
Korpusregion sowie Antrum und Pylorus zusammen. Im Gegensatz zum distalen
Teilabschnitt weist der proximale Magen keine myogene Automatie auf. Das Ruhepotential
der glatten Muskelzellen liegt bei ca. - 48 mV und somit Gber dem nétigen Schwellenwert der
Kontraktionen (- 52 mV). Die Zellen befinden sich in einem Zustand standiger, anhaltender,
langsamer Kontraktion (HALL et al. 1988). Gesteuert Uber hormonelle und v.a. nervale
Einflisse passt sich die Wandspannung des Magens den unterschiedlichen
Fullungszustdnden an. Hierbei ist dem Nervus vagus eine besondere Bedeutung
zuzuschreiben. Bereits wahrend des Schluckakts kommt es, vermittelt tGber einen vago-
vagalen Reflex, zur Erschlaffung der Magenmuskulatur und zur Senkung des
Mageninnendrucks. Man spricht von der rezeptiven Relaxation. Bei Erregung der
Dehnungsrezeptoren des Magens kommt es, wiederum vermittelt Gber einen vago-vagalen
Reflex, zu einer weiteren Erschlaffung der Magenwand, der adaptiven Relaxation (VAUPEL
und EWE 1997). Durch diesen Mechanismus kénnen grof3e Mengen Futter aufgenommen
werden, ohne den intragastralen Druck stark zu erhéhen. Neben der Reservoirfunktion ist
der proximale Abschnitt fir die Entleerung von Flussigkeiten zustdndig. Durch den
intragastralen Druck im proximalen Magen werden Flissigkeiten unmittelbar nach ihrer
Aufnahme Uber die Magenrinne entlang der kleinen Kurvatur ins Duodenum entleert. In einer
Studie von HINDER und KELLY (1977) sind eine Stunde nach Eingabe von 400 ml einer 1 %
Dextrose-Lésung nur noch 10 % des Ausgangsvolumens im Magen nachzuweisen.

Die Hauptaufgabe des distalen Magens besteht in der Homogenisierung und Zerkleinerung
der Ingesta, sowie in dem Weitertransport der Nahrung Richtung Duodenum. Im mittleren
Korpusdrittel entlang der grof3en Kurvatur befinden sich myogene Schrittmacherzellen, von
denen ca. alle 12 Sekunden langsame Potentialwellen (slow waves) ausgehen. Abhangig
vom jeweiligen Dehnungszustand der Magenwand entstehen im Zuge der slow waves
peristaltische Kontraktionen. Diese breiten sich in aboraler Richtung mit zunehmender
Geschwindigkeit aus. Wahrend die peristaltischen Wellen sich zunachst mit 0,1 cm/sec
fortbewegen, erreichen sie im terminalen Antrum Ausbreitungsgeschwindigkeiten von bis zu
4 cm/sec (HALL et al. 1988). Sobald Kontraktionswellen das mittlere Antrum erreichen,
schlie3t sich der Pylorus und das mitgefuihrte Futter wird mit groRer Kraft in den Magen
zuriickgeworfen. Durch diese Retropulsion werden feste Nahrungsbestandteile mechanisch
zerkleinert und die Ingesta homogenisiert. Nahrungsbestandteile, die auf diesem Wege auf
eine Grofe von unter 1 mm Durchmesser zerkleinert wurden, vermischen sich mit der
flussigen Phase des Mageninhalts und werden mit dieser ins Duodenum entleert (HINDER
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und KELLY 1977). Hierbei erfolgt die Entleerung samtlicher Nahrungsbestandteile der von
NELSEN und KOHATSU (1971) aufgestellten Formel: Druckverhéltnisse im Magen minus
Druckverhdltnisse im Duodenum durch Pyloruswiderstand. Die durchschnittliche
Magenentleerungszeit fir feste Nahrung wird von unterschiedlichen Autoren mit Werten
zwischen 3 bis zu 7,6 Stunden beziffert (MIYABAYASHI und MORGAN 1984, VAN LIERE
und CRISLER 1915). Hierbei ist die Magenentleerungszeit stark von der eingesetzten
Futtermenge (MIYABAYASHI und MORGAN 1984, DRESSMAN 1986) sowie von der
Zusammensetzung (VAN KRUINIGEN et al. 1987), PartikelgréRe (MEYER et al. 1979) und
der Viskositat (XU et al. 2004, EHRLEIN und PROVE 1981, BUHNER 1989, WULSCHKE et
al. 1986) der Testmahlzeiten abhangig. Des Weiteren spielen die Energiedichte (MEYER et
al. 1994, WYSE et al. 2001) und die Osmolaritat (LIN et al. 1993) eine Rolle. Kalorienreiche
Mahlzeiten werden langsamer als kalorienarme, hyperosmolare langsamer als hypoosmolare
und Didten mit einem niedrigen pH-Wert langsamer als neutrale Futtermittel entleert. Bei den
Nahrungsinhaltsstoffen werden zunachst die Kohlenhydrate, gefolgt von den
EiweiRabbauprodukten und den Fetten abgegeben. Bei der Vermittlung dieser Effekte
spielen verschiedene Rezeptoren, die im Duodenum und Jejunum lokalisiert sind, eine
wichtige Rolle (ALLEN und COOKE 1977). Zudem hat eine schnelle Clearance-Rate des
Duodenums einen positiven Effekt auf die Magenentleerungszeit (HUNT 1983). Nach GUE
et al. (1987) und MISTIAEN et al. (2002) hemmt Stress die Magenentleerung. Der Einfluss
der KorpergroRe auf die Magenentleerungszeit wird in der Literatur kontrovers diskutiert.
BOURREAU et al. (2004) stellen eine langsamere Entleerung bei groRen Hunderassen fest.
YAM at al. (2004) verneinen einen Einfluss der Koérpergrof3e. Unverdauliche Bestandteile
werden Uber einen dreiphasigen, elektrischen Zyklus wahrend der interdigestiven Phase aus
dem Magen entfernt. In der ersten Phase, die ungefédhr 60 Minuten dauert, sind keine
Aktionspotentiale und Kontraktionen zu beobachten. In der zweiten 15 bis 20 mindtigen
Phase kommt es zu ungerichteten, intermittierenden Kontraktionen. Diese gehen in der
dritten Phase in starke aboral laufende Kontraktionswellen Uber. Dieser migrierende
myoelektrische Komplex dient der vollstandigen Entleerung und Sauberung des Magens
(VAUPEL und EWE 1997).

2.4 Bakterienflora des caninen Verdauungskanals
241 Bakterienflora Maulhéhle

Da die Bakterien der Maulhthle tber abgeschluckten Speichel eine wichtige Quelle der
intestinalen Darmflora darstellen (STROMBECK und GUILFORD 1990), soll hier kurz auf die
Besiedlung und Auspragung der physiologischen Keimflora eingegangen werden. Bis zur
Geburt ist die Maulhdhle der Saugetiere steril. Schon kurze Zeit danach siedelt sich aber v.a.
durch den Kontakt mit der miitterlichen Keimflora sowie den Umgebungskeimen eine erste
physiologische Mikroflora an (SCHUSTERS 1999). Diese setzt sich bis zum Zahndurchbruch
aufgrund des Fehlens anaerober Nischen fast ausschlieBlich aus aeroben Keimen
zusammen. Hierbei stellen Streptokokken die dominierende Keimart dar. Nach dem
Zahndurchbruch entwickelt sich eine komplexe und relativ stabile Keimflora von ca. 10’
Keimen pro Gramm (STROMBECK und GUILFORD 1990), die sich v.a. aus grampositiven
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Kokken zusammensetzt. Hierbei lassen sich neben den dominierenden Streptokokken auch
Enterokokken und Staphylokokken isolieren. Bei den grampositiven Stabchen lassen sich
insbesondere Spezies der Genera Actinomyces und Lactobacillus finden. Nach WEINBERG
und BRAL (1999) machen gramnegative Keime wie Bacteroides spp., Neisseria spp.,
Fusobacterium spp. sowie verschiedene Spirochaten gut 25 % der Mikroflora der Maulh6hle
des Hundes aus. Nach STROMBECK und GUILFORD (1990) dominieren im Speichel
hauptsachlich Vertreter der Genera Bacteroides, Streptococcus, Lactobacillus, und
Neisseria. Haufig treten auch Vertreter der Staphylokokken, Corynebakterien, Spirochaten,
Vibrionen sowie Hefen auf.

2.4.2 Bakterienflora Magen

Bei der Zusammensetzung der Bakterienflora des Hundemagens muss zwischen der
autochthonen und der transienten Flora unterschieden werden. Im nuchternen Zustand sind
aufgrund des niedrigen pH-Wertes lediglich Keimzahlen von 10* bis 10? Keimen pro Gramm
Mageninhalt nachzuweisen (STROMBECK und GUILFORD 1990, GELBART et al. 1976).
Diese Werte kénnen nach einer Mahlzeit auf bis zu 10’ Keime pro Gramm ansteigen
(STROMBECK und GUILFORD 1990). Hierbei wird die bakterielle Flora stark vom
vorherrschenden pH-Wert im Magen beeinflusst (GRAY und SHINER 1967, HUSEBYE
2005, BORRIELLO et al. 1985). Im nlchternen Zustand lassen sich aus dem Magen v.a.
saureresistente Keime wie Clostridien, Streptokokken, Laktobazillen, Escherichia coli und
Pilze isolieren (STROMBECK und GUILFORD 1990). Nach der Futteraufnahme kann,
bedingt durch den héheren pH-Wert der Ingesta und der mit dem Speichel und dem Futter
abgeschluckten Bakterien, ein weit grol3eres Keimspektrum vorgefunden werden. Tabelle 1
zeigt exemplarisch die ermittelten Werte der Keimflora des Mageninhaltes zweier
Arbeitsgruppen. Die Zahlen werden im dekadischen Logarithmus pro ml Mageninhalt
angegeben, wobei die Tiere in beiden Arbeiten 24 h vor der Beprobung niichtern waren.

Tab.1: Keimzahlen (Median des dekadischen Logarith  mus) pro ml Mageninhalt

GELBART et al. (1976) J|GREENLEE et al. (1977)
n=17 n=75

Aerobe Gesamtkeimzahl 1,82
Anaerobe Gesamtkeimzahl 1,95

Enterobacteriaceae 0,84

Staphylokokken 0,36

Enterokokken 0,84
Laktobazillen 0,84
Clostridien 0,32
Bacteroides Nicht untersucht

Pilze Nicht untersucht
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Nachdem schon BIZZOZERO im Jahre 1892 spiralférmige Bakterien im Magen von Hund
und Katze nachweisen konnte, riicken helicobacterdhnliche Mikroorganismen, v.a. im
Hinblick auf eine mdgliche Beteiligung an der Genese des Magenulkus, wieder vermehrt in
den Blickpunkt des Interesses (LEE 1993, MUNSTER und BOMHARD 1993). In einer Studie
der Medizinischen Tierklinik in Minchen konnten in einem Drittel der durchgefihrten
Endoskopien ureasepositive Spirillen isoliert werden (MUNSTER und BOMHARD 1993).

2.4.3 Bakterienflora Dinn- und Dickdarm

Die Keimzahlen im kranialen Duodenum belaufen sich auf 10! bis 10?> Keime pro Gramm
Darminhalt. Diese Werte steigen iiber das Jejunum und lleum auf 10° bis 10* Bakterien pro
Gramm Darminhalt an. Hierbei bilden fakultativ anaerobe Keime wie Laktobazillen,
Enterokokken, Streptokokken, Staphylokokken und Coliforme den dominierenden Teil der
Darmflora (KRUGER 2005). In den distalen Abschnitten gleicht sich die Keimflora des
Dinndarms an die des Colons an, so dass ein Gleichgewicht zwischen aeroben und
anaeroben Keimen entsteht (Benno et al. 1992). An anaeroben Keimen lassen sich v.a.
Bacteroides spp., Clostridium perfringens, Eubacterium spp. und Bifidobakterium spp.
isolieren (UCHIDA et al. 1969, MATSUMOTO et al. 1972, BENNO et al. 1992). In
Anwesenheit von Futter kénnen die Werte im kranialen Teil des Duodenums auf 10° bis 10°
Bakterien pro Gramm Darminhalt ansteigen (STROMBECK und GUILFORD 1990).
Unmittelbar nach der lleocacalklappe kommt es aufgrund der verminderten Peristaltik, den
ausgepragten anaeroben Bedingungen und der verminderten Einwirkung der
Verdauungssekrete zu einem sprunghaften Anstieg der Keimzahlen. So lassen sich im Colon
und Rektum bis zu 10" Bakterien pro Gramm Ingesta vorfinden (STROMBECK und
GUILFORD 1990, DAVIS et al. 1977). Clostridium spp., Lactobacillus spp., Bifidobacterium
spp. sowie Eubakterien und Peptostreptokokken wurden hierbei als wesentliche
Keimgruppen ermittelt. Des Weiteren lassen sich aber auch Enterobacteriaceae,
Streptokokken und in selteneren Fallen Staphylokokken isolieren (UCHIDA et al. 1969,
MATSUMOTO et al. 1972).

2.4.4 Hefen im Magen-Darmtrakt von Hunden

Wahrend sich Hefen, hier ist v.a. Candida albicans zu nennen, im Magen-Darmtrakt des
Menschen haufig nachweisen lassen (BERNHARDT und KNOKE 1997), sind sie beim Hund
eher selten anzutreffen. So gehéren nach STROMBECK und GUILFORD (1990) Hefen zwar
zu den haufigen Vertretern der Speichelflora des Hundes, CLAPPER und MEADE (1962)
gelingt aber nur ein Nachweis von Candida albicans aus zwei von 25 untersuchten
Rachentupferproben. Im Magen, Jejunum, distalen lleum und Cécum des Hundes kdnnen
weder GREENLEE et al. (1977), GELBART et al. (1976) noch SMITH (1965) ein Wachstum
von Hefen nachweisen. MENTULA et al. (2005) isolieren aus 27 % der untersuchten
Jejunum- und aus 5 % der untersuchten Facesproben von 22 Beagles Hefen, ohne néahere
Angaben zur Spezieszugehdérigkeit der Isolate zu machen.
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Nach STROMBECK und GUILFORD (1990) lassen sich im Dickdarm des Hundes bis zu 10°
Hefen pro Gramm Ingesta nachweisen. Nach MENTULA et al. (2005) und KRAUSE et al.
(2001) konnen sich Hefen im Colon nur bei Stérungen des intestinalen Gleichgewichts
verstarkt vermehren.

Werden Hunde in einer geschlossen Umwelt unter sterilen Bedingungen gehalten kommt es
zu einer gréReren Diversitat der intestinalen Keimflora, so dass es zu einem vermehrten
Nachweis von Hefen im Magen-Darmtrakt kommt. So konnen DAVIS et al. (1977)
Rhodotorula rubra, Trichosporon cutaneum und Cladosporium-Spezies in Konzentrationen
von bis zu 9 x 10° Keimen im lleum isoliert gehaltener Hunde nachweisen. Auch BALISH et
al. (1977) isolieren Hefen wie Rhodotorula sp., Candida krusei, Geotrichum sp. und
Tricoosporon beigelii aus Nasen- und Rachentupfern isoliert gehaltener Hunde, wéhrend
sich bei den offen gehaltenen Tieren keine Hefen nachweisen lassen.

24.4.1 Rhodotorula mucilaginosa

Bei Rhodotorula mucilaginosa handelt es sich um einen schnellwachsenden,
rotpigmentierten SproRpilz, der ubiquitar verbreitet ist (MULLER 1992, CHANG et al. 2002,
GALAN-SANCHEZ et al. 1999, ANATOLIOTAKI et al. 2003). Rhodotorula spp. sind in der
Regel apathogene Keime (ANATOLIOTAKI et al. 2003), die aber v.a. bei
immunsupprimierten Patienten in den letzten Jahren mit Fungamien (ANATOLIOTAKI et al.
2003, PETROCHEILOU-PASCHOU et al. 2000, PIEN et al. 1980), Endokarditiden (MAEDER
et al. 2003) und Keratitiden (PANDA et al.1999, FRANCOIS und RIJSSELAERE 1979) in
Verbindung gebracht werden. Aus der Veterindrmedizin ist bekannt, dass sie Dermatitiden
bei Geflugel auslésen kénnen (BEEMER et al. 1969).

2.5 Magendilatations-Magendrehungssyndrom des Hundes

Das MMS stellt einen akuten und lebensbedrohlichen Krankheitskomplex dar, der v.a. bei
groBwichsigen und tiefbristigen Hunden vorkommt. Es existieren nur einige wenige
Fallbeispiele bei kleinen Hunderassen (BROCKMAN et al. 1995, THOMAS 1982,
HARWOOD 1975, BETTS et al. 1974), wobei hier hauptsachlich Dackel und Pekinesen
betroffen sind. TURNER (1968) berichtet von einem Fallbeispiel bei einer funfjahrigen Katze.
Bei den groRen Hunderassen sind Doggen, Schaferhunde, Bernhardiner, Irischer Wolfshund,
Doberménner, Weimaraner, Riesenpudel, Irish Setter, Gordon Setter, Boxer, Deutsch
Drahthaar und Labradore uberreprasentiert (GLICKMAN et al. 1994, BURROWS und
IGNASZEWSKI 1990, GLICKMAN et al. 1997).

In den letzten Jahren gewinnt das MMS aus bisher ungeklarter Ursache immer mehr an
Bedeutung. RAGHAVAN et al. (2004) konstatieren im Zeitraum von 1980 bis 1988 eine
Verdopplung der Pravalenz des MMS. Auch GLICKMAN et al. (1994) beschreiben einen
Anstieg von 2,9 Magendrehungen pro Tausend Vorstellungen im Jahre 1980 auf 6,8 Falle
pro Tausend Tiere im Jahre 1988. Allein in den Vereinigten Staaten erkranken jedes Jahr
40.000 bis 60.000 Hunde an diesem Krankheitskomplex (LANTZ et al. 1992). GLICKMAN et
al. (2000a) stellen in einer Studie, bei der 1914 Tiere grol3er und Riesenrassen Uber einen
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Zeitraum von ca. funf Jahren verfolgt wurden, eine Inzidenz von durchschnittlich 5,7 % fest.
Das Risiko fur groRe und Riesenrassen im Laufe ihres Lebens bei einer angenommen
Lebenserwartung von 8 bis 10 Jahren an dem MMS zu erkranken, wird hierbei von
GLICKMAN et al. (2000b) auf 24 respektive 21,6 % beziffert. Bei Doggen wachst das Risiko
sogar bis auf 42,4 % an.

Obwohl die Mortalitatsrate dank der modernen Intensivmedizin von durchschnittlich 38 % in
den achtziger Jahren (MUIR 1982, MATTHIESEN 1983) auf ca. 16 % Mitte der Neunziger
gesenkt werden konnte (BROURMAN et al. 1996, BROCKMAN et al. 1995); bleibt das MMS
nach neoplastischen Verédnderungen die zweithdufigste Todesursache bei grol3en
Hunderassen (RAGHAVAN et al. 2004). Nach BROURMAN et al. (1996) und GLICKMAN et
al. (1998) sind hierbei Magennekrosen, durchgefiihrte Gastrektomien, Splenektomien und
eine schlechte korperliche Konstitution zum Vorstellungszeitpunkt sowie praoperative
Herzarrhythmien signifikant mit einer héheren Mortalitatsrate assoziiert. Alter, Geschlecht,
Gewicht, Kastrationsstatus und eingesetzte Operationstechnik ben dahingegen keinen
Einfluss auf die Mortalitatsrate aus.

251 Magendilatations-Magendrehungssyndrom — das Krankheitsbild

Laut gangiger Lehrmeinung geht der Magentorsion die Dilatation voraus (GLICKMAN et al.
1994, WINGFIELD et al. 1974, WINGFIELD et al. 1975, VAN SLUIJS und HAPPE 1985),
obwohl auch Félle von Magentorsionen ohne Dilatation beschrieben sind (FRENDIN et al.
1988, LEIB et al. 1987, NAGEL und NEUMANN 1992).

Bei einer Drehung von weniger als 180° mit unvollstandiger Obstruktion der
gastrodsophagealen Verbindung und des Pylorus spricht man von einer Torsion. Eine
Drehung Uber 180° mit einhergehender vollstandiger Obstruktion wird als Volvolus
bezeichnet (NAGEL und NEUMANN 1992, SALOMON et al. 2005). In der Literatur existieren
sowohl Berichte von Drehungen um die Langsachse des Magens im als auch gegen den
Uhrzeigersinn (VAN SLUIJS und HAPPE 1985). Bei der groRen Mehrzahl der Falle kommt
es von kaudal gesehen zu einer Drehung nach rechts. NAGEL und NEUMANN (1992)
stellen in einer Untersuchung an 258 Tieren mit MMS bei 99,2 % der Falle eine Drehung im
Uhrzeigersinn fest. Hierbei verlagert sich zunéchst der distale Anteil des Magens entlang der
rechten Bauchwand nach ventral (s. Abb.2). Nachdem der Pylorus sich unter dem
aufgeblahten Fundus und Korpus auf die linke Seite durchgeschoben hat, steigt er entlang
der linken Bauchwand nach kraniodorsal auf. Bei Drehungen um weniger als 180° kommt
der Pylorus ventral und bei Drehungen von mehr als 180°auf gl eicher Hohe oder dorsal des
Osophagus zu liegen. Aufgrund der engen Verbindung uber das Ligamentum gastrolienale
folgt die Milz der Drehung des Magens, wobei sie selbst eine Torsion durchmachen kann
(SALOMON et al. 2005). Je nach Grad der Drehung befindet sich die Milz links im hinteren
dorsalen oder rechts im vorderen ventralen Bauchbereich (NAGEL und NEUMANN 1992).
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Abb.2 Schematische Darstellung der Magendrehung (M ATTHIESEN 1993)

Wahrend bei der Drehung im Uhrzeigersinn Rotationen von bis zu 360° beschrieben wurden
(VAN SLUIJS und HAPPE 1985, NAGEL und NEUMANN 1992, VAN KRUININGEN 1974),
verlagert sich der Magen bei der seltenen Linksdrehung um maximal 90° Hierbei verschiebt
sich der Pylorus entlang der rechen Bauchwand nach dorsal und kommt in der Nahe des
Osophagus zum Liegen. Die groRe Kurvatur erfahrt nur eine geringe Lageveranderung nach
dorsal und kaudal (VAN SLUIJS und HAPPE 1985).

2.5.2 Pathophysiologie des Magendilatations-Magendrehungssyndroms

Die im Zusammenhang mit dem MMS auftretenden pathophysiologischen Veranderungen
stellen einen sehr komplexen Vorgang dar, der hier nur kurz erlautert werden soll. Im Zuge
der fortschreitenden Dilatation und der Lageverédnderung des Magens werden die Vena cava
caudalis und die Vena portae komprimiert (WINGFIELD et al. 1974, VAN SLUIJS und
HAPPE 1985). Trotz einer vermehrten, kompensatorischen Blutriickfiihrung tiber den Sinus
vertebralis ventralis zur Vena azygos dextra und Uber die Vena cava cranialis zum rechten
Herzen (WINGFIELD et al. 1976, MATTHIESEN 1983), kommt es aufgrund des
verminderten venodsen Rickflusses zu einem Abfall des Herzminutenvolumens, des
arteriellen Blutdrucks sowie der Koronardurchblutung (HORNE et al. 1985, ORTON und
MUIR 1983, MUIR 1982b). Eine verminderte Gewebeperfusion und daraus resultierende
Organhypoxie sind die Folge. Zusatzlich kommt es zu einer Stauung samtlicher abdominaler
Organe (WINGFIELD et al. 1974, MERCKLEY et al. 1976). Im Pankreas kann es im Zuge
der Hypoxie zur Freisetzung des Myocardialen Depressant Factors kommen. Dieser
vermittelt eine Vasokonstriktion der SplanchnikusgefaRe, eine Hemmung des Retikulo-
Endothelialen-Systems sowie eine kardiodepressive Wirkung (WINGFIELD et al. 1974). Das
Blut versackt im Splanchnikusgebiet sowie in der Peripherie. Es entwickelt sich ein
hypovolamischer, hypotensiver Schock. Nach MUIR (1982b) zeigen 42 % der Tiere mit MMS
kardiale Arhythmien, die fast ausschlieZlich ventrikularen Ursprungs sind. In der Regel treten
diese Veranderungen 12 bis 36 Stunden nach der Magendrehung auf (LEIB und BLASS
1984). Als Ursache werden myokardiale Ischamien, autonome Imbalancen,
Elektrolytverschiebungen und Reperfusionsschaden genannt. Anhand der Herzmarker
Troponin | und Troponin T kénnen Aussagen Uber die Schwere der kardialen Schadigung
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und die Prognose der Tiere getroffen werden (SCHOBER et al. 2002a, SCHOBER et al.
2002b, SCHOBER et al. 2002c, CORNAND 2004). Weitere Parameter mit prognostischer
Aussagekraft stellen die Plasmalaktat- (DE PAPP et al. 1999) und Myoglobinspiegel
(ADAMIK et al. 2005) im Blut sowie der 11-Dehydro-Thromboxan B2-Kreatinin-Quotient im
Urin (BALTZER et al. 2006) dar. Am Magen selbst entwickeln sich in Folge des gesteigerten
Mageninnendrucks, der vendsen Stase und der Ischamie Schleimhautédeme, Nekrosen
sowie Ulzerationen (WINGFIELD et al. 1976). Hierbei sind die schwerwiegendsten
Veranderungen im Fundus- und Korpusbereich entlang der grof3en Kurvatur zu beobachten
(FUNKQUIST 1979, VAN SLUJIS und HAPPE 1985, LANTZ et al. 1984, WHEATON et al.
1986, PFEIFFER et al. 1987). PEYCKE et al. (2004) beschreiben nach experimentell
induzierter Magendrehung einen Verbrauch von ATP und eine Erhdhung der mukosalen
Leitfahigkeit v.a. im Bereich des Jejunums. In der Fundusregion sind nur marginale
Verédnderungen zu verzeichnen. Sie sehen in der gesteigerten mukosalen Leitfahigkeit einen
Hinweis auf Zellmembrandysfunktionen. DOW et al. (1989) weisen in 20 %, Winkler et al.
(2003) in 43 % der Tiere mit MMS, aber auch in 40 % der Kontrolltiere, eine Bakteridmie
nach. Durch Schadigung der Schleimhautbarriere sowohl am Magen als auch im
Diunndarmbereich kann es zu einer vermehrten Aufnahme bakterieller Endotoxine kommen
(WINGFIELD et al. 1974, DAVIDSON et al. 1992). Diese kdnnen aufgrund der Schadigung
des Retikulo-Endothelialen-Systems der Leber nicht addquat abgebaut werden und somit
einen toxischen Schock auslésen (MATTHIESEN 1983). Durch den Zwerchfellhochstand
kommt es zu einem Anstieg des in- und exspiratorischen Lungenwiderstandes und zu einem
Abfall der Lungencompliance. Durch die zusatzliche Minderperfusion der Lunge kann das
Blut nicht ausreichend mit Sauerstoff angereichert werden. Dies resultiert in einer weiteren
Verschlechterung der Sauerstoffversorgung der Peripherie. Infolge der fortschreitenden
Hypoxie kommt es zu einer gesteigerten Laktatproduktion (WINGFIELD et al. 1982). Obwohl
auch von einigen Fallen mit metabolischer Alkalose berichtet wird (MUIR 1982a, KAGAN und
SCHAER 1983), findet sich bei den meisten Tieren eine metabolische Azidose mit
Hypokalidamie (MUIR 1982a). Einen signifikanten Unterschied im pH-Wert und den Blutgasen
konnten MUIR (1982a) und WINGFIELD et al. (1982) zwischen Tieren mit und ohne MMS
aber nicht ausmachen. Als weitere schwerwiegende Folge des MMS kann sich eine
Disseminierte Intravasale Gerinnung (DIG) entwickeln (MILLIS et al. 1993). Durch die
Milzstauung kommt es zu einer verminderten Produktion der Gerinnungsfaktoren VIl und 1X,
was zur Entstehung der DIG beitragt (WINGFIELD et al. 1976). LANTZ et al. (1992),
BADYLAK et al. (1990) und GUILFORD et al. (1996) betonen anhand ihrer Untersuchungen
die Gefahr von Reperfusionsschaden. Wahrend der Ischamie wird die
Xanthindehydrogenase vermehrt =zur Xanthinoxidase umgebaut. Bei einsetzender
Reperfusion bildet diese aus dem Abbauprodukten des ATP-Stoffwechsels das
Superoxidanion (O;), das wiederum die Entstehung von Wasserstoffperoxid und
Hydroxylradikalen fordert. Diese Radikale flihren (Uber eine Lipidperoxidation,
Enzymzerstorung und Spaltung von DNA zu Zellschadigungen und Zelltod.

Als weitere Komplikationen des MMS beschreiben HEWITT et al. (2005) das Auftreten einer
septischen Peritonitis infolge einer Gallenblasenruptur und CARTER (1990) einen Fall einer
Aortenthrombose.
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2.5.3 Atiologie des Magendilatations-Magendrehungssyndroms

Seit der Erstbeschreibung des MMS im Jahre 1906 durch CADEAC konnten eine Vielzahl
von pradisponierenden Faktoren ermittelt werden. Des Weiteren wurden verschiedenste
Theorien zur Entstehung des MMS aufgestellt. Die genaue Ursache der Erkrankung konnte
bisher aber nicht eruiert werden. So gilt es als gesichert, dass es sich bei dem MMS um ein
multifaktorielles Geschehen handelt (BURROWS und IGNASZEWSKI 1990, HELLWEG und
ZENTEK 2005, GLICKMAN et al. 1997, VAN KRUININGEN et al. 1974). Die
pradisponierenden Faktoren lassen sich in ex- und intrinsische Faktoren untergliedern. Bei
den intrinsischen Faktoren sind Rassezugehdrigkeit, Alter, Geschlecht, anatomische
Pradispositionen, Charakter, genetische Komponenten, bestehende Vorerkrankungen sowie
Stérungen der Magen- und Osophagusmotilitiat zu nennen. Bei den extrinsischen Faktoren
diskutiert man Uber eine Beteiligung der Futterzusammensetzung, des Futterungs-
managements, Stresseinwirkung und klimatischer Faktoren.

Rassezugehdorigkeit

Die am haufigsten betroffenen Rassen sind unter Abschnitt 2.5 aufgefiihrt. Hierbei erkranken
reinrassige Tiere nach GLICKMAN et al. (1994) 2,5-mal haufiger und nach BURROWS und
IGNASZEWSKI (1990) 4,4-mal haufiger an einer Magendrehung als Mischlinge.

Alter

Zwar kann das MMS in jedem Alter auftreten, meist sind jedoch &ltere Tiere betroffen
(BROCKMAN 2000, TODOROFF 1979, ELWOOD 1998, BREDAL 1998, THEYSE et al.
1998). Das Durchschnittsalter der Tiere mit MMS wird in Studien von DE PAPP (1999) und
von HELLWEG und ZENTEK (2005) mit 6,9 Jahre angegeben, wahrend es von
EGERTSDOTTIR und MOE (1995) auf 7,2 Jahre beziffert wird. Nach THEYSE et al. (1998)
und GLICKMAN et al. (2000b) steigt das Risiko an MMS zu erkranken mit jedem Jahr um
den Faktor 1,85 respektive um 20 % an. GLICKMAN et al. (2000b) gehen davon aus, dass
es mit fortschreitendem Alter zu einer starkeren Dehnung der Magenbander kommt, was die
Entstehung des MMS beglnstigt.

Geschlecht

Eine Geschlechtspréadisposition wird von den meisten Autoren verneint (THEYSE et al. 1998,
GLICKMAN et al. 2000a, GLICKMAN et al. 1994, ELWOOD 1998, BREDAL 1998,
EGERTSDOTTIR und MOE 1995, BROOME und WALSH 2003, MUIR 1982). GLICKMAN et
al. (1997), MEYER-LINDENBERG et al. (1993) und NAGEL und NEUMANN (1992)
beschreiben ein hoheres Risiko fur mannliche Hunde. Dies wird von VICK und DROGE
(1977) auf eine bevorzugte Haltung mannlicher Tiere zurlckgefuhrt. Der Einfluss des
Kastrationsstatus wird in der Literatur kontrovers diskutiert (GLICKMAN et al. 1994).
THEYSE et al. (1998) und GLICKMAN et al. (1994) stellen in ihren Untersuchungen weder
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bei mannlichen noch bei weiblichen Tieren einen Einfluss des Kastrationsstatus auf das
MMS fest.

Anatomische Pradispositionen

Wie unter Abschnitt 2.5 erwahnt, erkranken v.a. gro3wiichsige Tiere am MMS. In einer von
HELLWEG und ZENTEK (2005) durchgefiihrten Studie liegt die durchschnittliche
Widerristhohe der Hunde mit MMS bei 66,6 cm. Lediglich 49 der 882 ausgewerteten Tiere
weisen eine Widerristhbhe unter 50 cm auf. Neben der Grol3e spielt auch das Gewicht der
Tiere eine Rolle. GLICKMAN et al. (1994) zeigen, dass das Inzidenzrisiko mit steigendem
Gewicht signifikant zunimmt, wobei das Standardrassegewicht von grof3erer Bedeutung ist
als das individuelle Gewicht der Tiere. In Studien von GLICKMAN et al. (1997) und
RAGHAVAN et al. (2004) waren dahingegen untergewichtige Tiere signifikant haufiger
betroffen. ELWOOD (1998) berichtet ebenfalls von einer gré3eren Inzidenz bei Tieren mit
einem Body Condition Score unter 2.

Ein weiterer wichtiger pradisponierender Faktor scheint die Thoraxkonformation der Hunde
zu sein. Tiere mit einem tiefen und engen Brustkorb sind einem héheren Risiko augesetzt
am MMS zu erkranken. Dies konnte durch mehrere Autoren sowohl durch Vermessungen
am lebenden Tier (SCHELLENBERG et al. 1998, SCHAIBLE et al. 1997) als auch durch
Auswertung von Roéntgenaufnahmen (GLICKMAN et al. 1996) bestétigt werden. Lediglich
GLICKMAN et al. sehen in einer Studie aus dem Jahr 2000(a) keinen signifikanten
Zusammenhang zwischen der Thoraxkonformation und dem Auftreten des MMS. Man
vermutet, dass es durch den tiefen und engen Thorax zu einer spitzwinkligeren Einmiindung
der Cardia und somit zu einer erschwerten Eruktation kommt (BROCKMAN et al. 2000).
Nach GLICKMAN et al. (1996) tritt durch den tiefen Thorax im Zuge der Aufnahme groRRer
Futtermengen eine starkere ventrale Dehnung des gastralen Aufhdngeapparates auf.

KONIG et al. (1981) postulieren, dass die artspezifische Lange des Mesogastricum ventrale
und des Mesoduodenums die Entstehung der Magendrehung begiinstigen. Ein
wissenschaftlicher Beweis hierflr steht aber noch aus. HALL et al. (1995) stellen in einer
Untersuchung an 13 erkrankten Tieren signifikant langere hepatogastrische Bénder als in
einer Kontrollgruppe fest. Ob diese Veranderung ursdchlich an der Entstehung des
Krankheitshildes beteiligt ist oder vielmehr eine Folge der Torsion darstellt, bleibt fraglich.
Das Ligamentum hepatogastricum weist histologisch keine signifikanten Unterschiede
zwischen der Versuchs- und der Kontrollgruppe auf (HALL et al. 1995).

Charakter

Neben den genannten anatomischen Pradispositionen bt auch der Charakter der Tiere
Einfluss aus. Ausgeglichene, ruhige und zufriedene Tiere erkranken im Vergleich zu
angstlichen Tieren seltener am MMS (GLICKMAN et al. 2000a, GLICKMAN et al. 2000b,
GLICKMAN et al. 1997). ELWOOD (1998) dahingegen sieht keinen Einfluss des
Temperaments auf die Entstehung des MMS.
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Genetische Komponente

Durch Vererbung der oben beschriebenen Parameter hat die Genetik ebenfalls einen
Einfluss auf die Ausbildung des Krankheitskomplexes (RAGHAVAN et al. 2004, ANDREWS
1970). Nach GLICKMAN et al. (2000b) haben Hunde, in deren Verwandtschaft ersten
Grades Magendrehungen auftraten, ein um 63 % gesteigertes Risiko, ebenfalls eine Torsio
ventriculi zu entwickeln. SCHAIBLE et al. (1997) und GLICKMAN et al. (1996) weisen darauf
hin, dass durch zuchthygienische Malinahmen die Pravalenz des MMS zu senken sei.

Vorerkrankungen

Einige Autoren berichten von vermehrten gastrointestinalen Stérungen in der Anamnese der
Tiere mit MMS (FUNKQUIST und GARMER 1967, BRAUN et al. 1996). In einer Studie von
HELLWEG und ZENTEK (2005) weisen 166 der 882 untersuchten Hunde mit MMS
gastrointestinale Stérungen in Form von Diarrhoe, Vomitus und Flatulenz auf. ELWOOD
(1998) dahingegen sieht in seinen Untersuchungen keinen signifikanten Zusammenhang
zwischen Diarrhoe, Erbrechen und dem Auftreten des MMS. BRAUN et al. (1996) stellen in
61 % der Jejunumbiopsien von Tieren mit MMS Hinweise auf eine Inflammatory Bowel
Disease (IBD) fest.

MILLIS et al. (1995) und MARCONATO (2006) beschreiben drei Falle von Magendrehungen
nach durchgefiihrter Splenektomie. Die Autoren sehen in der im Zuge der Milztorsion
groBeren Laxititdt der gastralen Aufhangung und dem vermehrte Platzangebot im
kranioventralen Abdomen die ausldsende Ursache.

Nach BREDAL (1998) stellt eine Infektion mit Pneumonyssoides caninum einen
pradisponierenden Faktor zur Entstehung des MMS dar. So konnte er in 35 % der
untersuchten Tiere mit MMS die Nasenmilben nachweisen, wahrend lediglich 5 % der
Kontrollgruppe von der Infektion betroffen waren. Die Nasenmilben sollen Uber das
Phanomen ,Reversed Sneezing“, das mit einer vermehrten Aerophagie einhergeht, zur
Entstehung des MMS beitragen.

Die Beteiligung einer Hypergastrinamie an der Entstehung des MMS wird in der Literatur
kontrovers diskutiert. LEIB et al. (1984) messen bei Hunden mit MMS signifikant hohere
Plasmagastrinspiegel als bei gesunden Kontrolltieren. Gastrin fihrt zu einer Hypertrophie der
Magenschleimhaut, zu einer Pylorusmuskelhypertrophie, zu einer verzdgerten
Magenentleerung so wie zu einer Erhéhung des kaudalen Osophagussphinkterdrucks.
Aufgrund der verzogerten Entleerung und eines sich entwickelnden Osophagusspasmus
konnte es nach LEIB et al. (1984) zu einem sich selbst unterhaltenden Kreislauf kommen,
an dessen Ende die Magendrehung steht. Eine prognostische Aussagekraft des
Plamagastrinwertes konnten LEIB et al. (1984) in ihren Untersuchungen nicht feststellen.
HALL et al. (1989) bestreiten dahingegen anhand der von ihnen erzielten Ergebnisse eine
Beteiligung der Hypergastrinamie an der Entstehung der Torsio ventriculi. So konnten sie
weder erhohte Gastrinspiegel noch hohere kaudale Osophagussphinkterdriicke bei Hunden
mit MMS messen.
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Storungen der Magen- und Osophagusmotilitat

Die Tatsache, dass Tiere mit MMS haufig vorberichtlich chronisches Erbrechen und
rezidivierende Magendilatationen zeigen, legt die Hypothese nahe, dass der Magendrehung
eine primare Magenentleerungsstorung zugrunde liegt (BROCKMAN et al. 2000). Sowohl
FUNKQUIST und GARMER (1967) als auch HALL et al. (1992) berichten tGbereinstimmend
von einer verzogerten Magenentleerung bei Tieren, die wegen einer Magendrehung operiert
wurden. Hierbei erlaubt der von HALL et al. (1992) ausgewahlte Versuchsaufbau, einen
Einfluss der durchgefiihrten Operation und der Gastropexie auf die Magenentleerung
auszuschlieRen. Die verlangerten Magenentleerungszeiten spiegeln sich auch in einer
verdnderten myoelektrischen Aktivitat wider. HALL et al. (1999) stellen eine schnellere
Ausbreitungsgeschwindigkeit der slow waves und eine atypische Phase IlI-Aktivitat bei
Tieren mit MMS fest. Auch FUNKQUIST und GARMER (1967) registrieren bei drei der funf
untersuchten Tiere eine motorische Hyperaktivitat. Eine experimentell induzierte Dilatation
fuhrt in Studien von HALL et al. (1999) und STAMPLEY et al. (1992) zu keiner Veranderung
der myoelektrischen Aktivitat. Ob die veranderten myoelektrischen Aktivitditen mit
einhergehender verzégerter Magenentleerung eine Ursache oder aber eine Folge des MMS
darstellen, lasst sich nicht eindeutig klaren. Nach HOSGOOD (1994) besitzen Tiere mit MMS
entgegen der oben beschriebenen Meinungen eine ungestdrte Magenentleerung.

Unter physiologischen Bedingungen setzt die Eruktation bei intragastralen Driicken von 12
mm Hg ein (STROMBECK et al. 1988); der Pylorus 6ffnet sich bei 8-14 mm Hg (BURROWS
und IGNASZEWSKI 1990). Folgt man der gangigen Lehrmeinung, dass die Dilatation der
Torsion vorausgeht und beriicksichtigt die Tatsache, dass bei einer Magendrehung
durchschnittliche Drucke von 22 mm Hg gemessen werden (ORTON und MUIR 1983), muss
es beim MMS aus bisher ungeklarter Ursache zu einer gestérten Eruktation und einem
behinderten Pylorusausfluss kommen (BROCKMAN et al. 2000, VAN KRUININGEN 1974).
Der untere Osophagussphinkter, dessen Relaxation zum Einsetzen der Eruktation fihrt,
steht Uber eine nicht-adrenerge, nicht-cholinerge Signalkaskade unter vagaler Kontrolle
(PATRIKIOS et al. 1986, MARTIN et al. 1986). Nach BROCKMAN et al. (2000) kénnten
Stress, Schlaf, Nervus vagus-Lasionen und Elektrolytimbalancen die Funktion des
Osophagussphinkters und des Pylorus stéren. VAN KRUININGEN et al. (1974) machen
Schmerzen oder aber Clostridientoxine fur den Cardiaspasmus verantwortlich.

VAN SLUIJS und WOLVEKAMP (1993) registrieren bei 15 Tieren mit rezidivierenden
Magendrehungen eine abnorme Osophagusmotilitit. Dies konnte (ber eine vermehrte
Aerophagie zur Entstehung des MMS beitragen.

Futterzusammensetzung und Fitterungsmanagement

Lange Zeit wurden leicht fermentierbare, auf Soja- oder Getreidebasis hergestellte,
kommerzielle Trockenfuttermittel fir die Entstehung des MMS verantwortlich gemacht (VAN
KRUININGEN et al. 1974, BURROWS et al. 1985). Neuere Studien widerlegen diese
Annahme (RAGHAVAN et al. 2006, BURROWS et al. 1985, RAGHAVAN et al. 2004). So
unterscheiden sich die eingesetzten Diaten innerhalb der ersten vier gelisteten Inhaltsstoffe
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bei Tieren mit und ohne MMS weder in der Anzahl der tierischen noch der pflanzlichen
Proteine (RAGHAVAN et al. 2006). Ein Risiko steigernder Einfluss von Soja- oder
Getreidezutaten in Trockenfuttermitteln kann von RAGHAVAN et al. (2006) ebenfalls nicht
ausgemacht werden. Dahingegen verursachen Trockenfutter, die Fette oder Ole unter den
ersten vier Zutaten gelistet haben, ein um den Faktor 2,4 gesteigertes Risiko, am MMS zu
erkranken. Da Fette Uber Rezeptoren im Dinndarm die Magenentleerung hemmen (s.
Abschnitt 2.3), konnten sie die Tiere durch eine chronische Magenuberladung mit Dehnung
der Magenbander anfallig fur das MMS machen. BURROWS et al. (1985) registrieren keinen
Einfluss unterschiedlicher, isokalorischer Diaten (Dosenfeuchtfuttermittel, eingeweichtes
Trockenfutter und Trockenfutter) auf die Magenmotilitait und die Magenentleerung. Den
schlechten Ruf der Trockenfuttermittel als auslosendes Agens der Magendrehung
begriinden sie, mit einer aus Kostengriinden bedingten, haufigeren Verfltterung bei groRen
und Riesenrassen. In einer von RAGHAVAN et al. (2004) durchgefiihrten Untersuchung
stammen bei Hunden mit bzw. ohne MMS 96,1 versus 97,1 % der metabolisierbaren Energie
der Tagesration aus Trockenfuttermitteln. Hierbei kdnnen die Autoren zwischen den beiden
Gruppen keinen signifikanten Unterschied in den Quellen (Kohlenhydrate, Proteine und
Fette) der metabolisierbaren Energie ausmachen. Mit steigendem Volumen der verfitterten
Mabhlzeit steigt das Risiko eine Magendrehung zu entwickeln signifikant an (RAGHAVAN et
al. 2004). In einem Fitterungsversuch stellen VAN KRUININGEN et al. (1987) keinen
Einfluss der Futterungsfrequenz und der eingesetzten Diat auf die Saureproduktion und die
Magenmotilitdt fest. Allerdings zeigen die Tiere mit einmaliger Futterung hohere
postprandiale Gastrinwerte als die Gruppe mit dreimaliger Fltterung. Zudem weisen die
Méagen der Hunde mit einmaliger Trockenfltterung signifikant hohere Residualvolumina,
hohere Gewichte und eine groRere Lange der Curvatura major auf. Dies deckt sich mit
Ergebnissen der Untersuchungen von ELWOOD (1998), GLICKMAN et al. (1994) und
GLICKMAN et al. (1997), die bei Tieren mit einmaliger Futterung ein hoheres Risiko
beschreiben, am MMS zu erkranken. Lediglich THEYSE et al. (1998) sehen keinen
Zusammenhang zwischen der Fitterungsfrequenz und dem Auftreten der Magendrehung.
Ein Einfluss der FreRgeschwindigkeit wird in der Literatur kontrovers diskutiert. Wahrend
THEYSE et al. (1998) und ELWOOD (1998) anhand ihrer Ergebnisse der
FreRgeschwindigkeit keine Bedeutung zuschreiben, postulieren GLICKMAN et al. (2000b)
bei hoher FreRgeschwindigkeit ein gesteigertes Risiko fir grofRe, nicht aber fir
Riesenrassen. Bewegung unmittelbar nach der Futteraufnahme soll einen Ausloser des
MMS darstellen. Dies kann durch eine Vielzahl von Studien nicht belegt werden (ANDREWS
1970, ELWOOD 1998, GLICKMAN et al. 1994, GLICKMAN et al. 2000b, THEYSE et al.
1998).

Nach ELWOOD (1998) stellt die Verfitterung eines einzigen Futtermittels ein Risikofaktor zur
Ausbildung des MMS dar. Ahnliches berichten GLICKMAN et al. in einer Studie aus dem
Jahr 1997, in der das Risiko eine Magendrehung zu entwickeln, durch die Zufutterung von
Essensresten signifikant gesenkt werden konnte.

THEYSE et al. (1998) berichten von einer Beteiligung der PartikelgroBe. So entwickeln
Doggen, die mit Futtermitteln mit einer PartikelgréBe Uber 30 mm gefuttert werden,
signifikant seltener eine Magendrehung.
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Weitere Einflussfaktoren scheinen die Hohe der Futterschissel und das Anfeuchten der
Futtermittel zu sein. Nach GLICKMAN et al. (2000b) steigt das Risiko bei Futterung aus einer
erhdhten Schissel signifikant an. Die Autoren erklaren dies mit einer vermehrten Aerophagie
bei dieser Art der Futteraufnahme. In der gleichen Studie berichten sie von einem
gesteigerten Risiko bei grof3en, nicht aber bei Riesenrassen, wenn das Futter vor der
Mabhlzeit eingeweicht wird.

Stress

Stress wird von mehreren Autoren als pradisponierender Faktor zur Ausbildung des MMS
angesehen (GLICKMAN et al. 1997, BURROWS und IGNASZEWSKI 1990, ELWOOD
1998). So gehen der Magendrehung haufig Ereignisse wie Reisen, Tierartzbesuche,
Umziige, grolRe Anstrengungen, Pflege durch einen Hundesitter oder ein Besuch voraus
(GLICKMAN et al. 1997, ELWOOD 1998). GUE et al. (1987) konnten zeigen, dass
akustischer Stress in Form von lauter Musik zu einer Hemmung der Magenaktivitéat bei
nichternen Hunden fiuhrt. Doch auch postprandial fuhrt Stress zu einer verminderten
elektrischen Aktivitat und zu einer verzogerten Magenentleerung (YIN et al. 2004, MISTIAEN
et al. 2002). Diese verzdgerte Magenentleerung begrinden MISTIAEN et al. (2002) v.a. mit
einer Hemmung der antralen Motilitat.

Klima

DENNLER et al. (2005) berichten von einem signifikanten Durchschnittstemperatur-
unterschied an Tagen mit und ohne Magendrehung. Aufgrund des geringen Temperatur-
unterschiedes von 0,8 T messen die Autoren diesem Befund aber keine klinische Relevanz
bei. ANDREWS (1970) schreibt dem warmen Wetter ebenfalls keine Bedeutung zu.
Luftdruck, Luftfeuchtigkeit und wechselnde Wetterbedingungen zeigen keinen Einfluss auf
die Ausbildung des MMS (DENNLER et al. 2005). Auch HERBOLD et al. (2002) kdénnen
keinen Zusammenhang zwischen klimatischen Faktoren und dem Auftreten des MMS
feststellen. Wéhrend die Inzidenzrate bei HERBOLD et al. (2002) in den Monaten November,
Dezember und Januar die hochsten Werte erreicht, registrieren DENNLER et al. (2005)
einen Anstieg der Fallzahlen in den Monaten Juni, Juli, August, Oktober und Dezember.

Akkumulation von Gas als Folge mikrobieller Fermentation

Die Ursache der Dilatation beim MMS konnte bisher nicht vollstidndig aufgeklart werden. In
der Literatur existieren verschiedene Theorien zu der méglichen Quelle des Gases. Neben
der Aerophagie werden bakterielle Fermentation, chemische Freisetzung aus Bikarbonat und
die Diffusion aus dem Blut als mdgliche Ursachen genannt (CAYWOOD et al. 1977, NAGEL
und NEUMANN 1992, ROGOLSKY und VAN KRUININGEN 1978, VAN KRUININGEN et al.
1974). In Untersuchungen von CAYWOOD et al. (1977) gleicht die Zusammensetzung der
Gasproben der Tiere mit Magendilatation ungefahr der atmospharischen Zusammensetzung
der Luft. Methan und Wasserstoff, die im Magen nur in Folge des bakteriellen Stoffwechsels
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anfallen koénnen, lassen sich nur in geringsten Mengen nachweisen. Daher sehen sie in der
Aerophagie die Hauptursache der Dilatation. VAN KRUINIGEN et al. (1974) und
ROGOLSKY und VAN KRUININGEN (1978) dahingegen machen eine bakterielle
Fermentation fir die Dilatation verantwortlich. Sie verzeichnen in ihren Untersuchungen stark
von der atmosphérischen Zusammensetzung der Luft abweichende Ergebnisse. So sind die
N,- und O,-Werte im Vergleich zur Luft stark erniedrigt, wahrend das Kohlenstoffdioxid
deutlich héhere Werte aufweist. Des Weiteren messen ROGOLSKY und VAN KRUININGEN
(1978) bis zu 5 Volumenprozent H, in den Proben der Tiere mit Magendilatation. Samtliche
Proben der erkrankten Tiere sind im Gegensatz zu denen der gesunden Tiere brennbar.
Neben der veranderten Gaszusammensetzung lassen sich bei den Tieren mit Dilatation auch
verénderte Fettsdureprofile im Mageninhalt nachweisen. Kurzkettige Fettsduren wie Acetat,
Propionat, Butyrat sowie Laktat entstehen neben Alkoholen und Gasen im Zuge der
bakteriellen Fermentation. ROGOLSKY und VAN KRUININGEN (1978) stellen im
Mageninhalt der Tiere mit Magendilatation im Durchschnitt 9-mal héhere Werte an Laktat als
in der Kontrollgruppe fest. In zwei Proben der erkrankten Tiere kann Butyrat gemessen
werden, das sich bei den Kontrolltieren nie nachweisen lasst. Weiterhin weisen die Proben
der betroffenen Tiere unter in vitro Bedingungen eine deutlich erhéhte Fermentationsrate auf.
Hinweise auf eine bakterielle Beteiligung geben auch die Ergebnisse von VAN KRUININGEN
et al. (1974). In Direktausstrichen des Mageninhalts von Tieren mit Magendilatation finden
sie haufiger grampositive Stabchen. AulRerdem erbringt die bakterielle Kultivierung des
Mageninhalts hohere Werte an Clostridien und Bazillen sowie eine verminderte Isolation
gramnegativer Bakterien. VAN KRUININGEN et al. (1974) sehen in dem potenten
Gasbildner Clostridium perfringens, der sich aus 10 der 15 Magen von Tieren mit Dilatation,
aber nur aus einem Magen der sieben Kontrolltiere isolieren lasst, einen Hauptverursacher
der Dilatation. WARNER und VAN KRUININGEN (1978) isolieren aus 6 von 9 Proben von
Tieren mit Magendilatation Clostridium perfringens. Da sie diesen Keim aber auch in 72 %
der Magen gesunder Hunde vorfinden, stellt er nach ihnen einen physiologischen Vertreter
der caninen Magenflora dar. Sie sehen in den ebenfalls gasbildenden Laktobazillen,
Streptokokken und Hefen die Ursache der Dilatation.

Mikrobielle Toxine

Neben der verstarkten Gasbildung durch Clostridien bei der Magendilatation kénnte auch
eine Toxinbildung durch diese Bakterien einen Einfluss auf die Ausbildung des
Krankheitskomplexes haben. Bereits VAN KRUININGEN et al. vermuten im Jahr 1974 eine
mogliche Beteiligung von Clostridientoxinen an der Entstehung des MMS. Unter
physiologischen Bedingungen kommt es bei intragastralen Driicken von 12 mm Hg zu einer
beginnenden Eruktation (STROMBECK et al. 1988). Da bei der Magendrehung
durchschnittliche intragastrale Driicke von 22 mm Hg erreicht werden (ORTON und MUIR
1983), muss es zu einer Storung der physiologischen Magenaktivitit kommen. BotNt
hemmen nicht nur die Freisetzung von Acetylcholin aus postganglionaren Nervenzellen
(SINGH 2000), sondern haben auch eine verminderte Exocytose der Neuropeptide
Calcitonin gene related peptide, Substanz P und Glutamat zur Folge (DUGGAN et al. 2002,
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DURHAM et al. 2004, CHADDOCK et al. 2004). Sowohl das Neuropeptid Substanz P als
auch Acetylcholin stellen wichtige exzitatorische Transmitter des Gastrointestinaltraktes dar.
Eine Hemmung ihrer Freisetzung kénnte daher zu einer verminderten Magenmotilitat mit
einhergehender vermehrter bakterieller Fermentation sowie zu einem verzégerten Einsetzen
der Eruktation filhren. Auch (ber eine Beeinflussung der Osophagusmotilitat konnten
Clostridientoxine an der Ausbildung des MMS beteiligt sein (VAN SLUIJS und WOLVEKAMP
1993). Nahere Ausfiihrungen zu den Toxinen von Clostridium perfringens und Clostridium
botulinum sind den Abschnitten 2.6.1, 2.6.3 und 2.6.4 zu entnehmen.

2.6 Clostridien

Die Gattung Clostridium gehért zur Familie der Clostridiaceae. Sie umfasst mehr als 100
verschiedene Spezies. Hierbei handelt es sich um 0,3 bis 1,3 x 3 bis 10 pum grof3e
Stabchenbakterien mit der Fahigkeit zur Endosporenbildung. Im Grampraparat stellen sich
die Clostridien, v.a. in jungen Kulturen, als grampositive Erreger dar. Die meisten der
Clostridien sind strikt anaerob, es existieren aber auch einige aerotolerante Vertreter. Die
ovalen oder runden Sporen liegen zentral, subterminal oder endsténdig und treiben die Zelle
in der Regel auf. Dieser Spindelform verdanken die Clostridien ihren Namen (gr. klostér =
Spindel). Die meisten Clostridienarten sind mittels einer peritrichen Begeil3elung beweglich.
Clostridien bilden keine bzw. nur sehr geringe Mengen an Katalase aus und sind
oxidasenegativ. In ihrer biochemischen Aktivitat zeigen sie ein sehr variables Verhalten. Je
nach Spezies kénnen sie Kohlenhydrate, Proteine oder beides verstoffwechseln. Clostridien
sind in der Natur weltweit verbreitet. Sie lassen sich regelmaf3ig aus Boden und Wasser
isolieren, finden sich aber auch im Staub, an Kleidungsstiicken sowie an Lebensmitteln
wieder. Einige Vertreter gehdren zur natlrlichen Darmflora von Mensch und Tier. Fir die
meisten Stamme liegen die optimalen Wachstumsbedingungen bei Temperaturen zwischen
30 und 37 T sowie einem pH-Wert zwischen 6,5 und 7 (HATHEWAY 1990,
RUCKDESCHEL 1992, QUINN et al. 1994).

2.6.1 Clostridium perfringens

Clostridium perfringens wurde erstmals im Jahre 1892 von WELCH und NUTTALL unter dem
Namen Bacillus aerogenes capsulatus beschrieben. In GroRbritannien war er auch lange
Zeit als Clostridium welchii bekannt. Bei Clostridium perfringens (lat. perfringere = durch-,
zerbrechen) handelt es sich um grampositive bis gramlabile Stabchen mit abgerundeten
Enden, die eine Grol3e von 4 bis 6 x 1 um besitzen. Im Gegensatz zu den meisten anderen
Clostridien zahlt Clostridium perfringens zu den unbeweglichen Keimen und ist in der Lage in
vivo eine Kapsel auszubilden. Des Weiteren ist es im Vergleich zu anderen Clostridien-
spezies relativ aerotolerant. Die meisten Stdmme besitzen ein Temperaturoptimum von 30
bis 45 C. Versporung tritt bei Clostridium perfringens nur sehr selten auf (RUCKDESCHEL
1992). Wahrend seine Sporen von RUCKDESCHEL (1992) als oval, zentral bis subterminal
und nicht auftreibend beschrieben werden, bezeichnet sie QUINN et al. (1994) als
zellleibauftreibend. Mit 8 Minuten verfugt Clostridium perfringens Uber eine sehr kurze
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Generationszeit, so dass er sich auf Blutagar schon nach ca. 12 Stunden als graue bis
durchsichtige, flach bis konvexe, runde, glanzende, glatte oder raue Kolonie mit
unregelmaligem Rand und fadigen Fortsatzen prasentiert. Charakteristisch auf Blutagar ist
zudem die Ausbildung einer Doppelzonenhamolyse, bestehend aus einer inneren Zone einer
vollstdndigen (theta-Toxin) und einer &ufReren Zone einer unvollstandigen (alpha-Toxin)
Hamolyse. Anhand der Ausbildung der vier Hauptexotoxine werden die Clostridium
perfringens-Stamme in finf Toxintypen (A bis E) unterteilt (s. Tab.2).

Tab.2: Einteilung der Clostridium perfringens-Stamme anhand der Toxinproduktion
(aus RUCKDESCHEL 1992)

Die Stamme sind in der Lage, neben den Haupttoxinen, bis zu neun verschiedene
Nebentoxine sowie ein Enterotoxin zu produzieren. Clostridium perfringens lasst sich sowohl
in Bodenproben als auch im Magen-Darmtrakt von Menschen und Tieren nachweisen. Nach
WARNER und VAN KRUININGEN (1978) stellt Clostridium perfringens einen
physiologischen Vertreter der caninen Magenflora dar. Auch im Dinn- und Dickdarm des
Hundes lasst sich der Keim regelmaf3ig in hohen Keimkonzentrationen nachweisen (UCHIDA
et al. 1969, MATSUMOTO et al. 1972, BENNO et al. 1992, DAVIS et al. 1977, BALISH et al.
1977).

Je nach Toxinausstattung konnen die Stamme fir die Ausbildung verschiedener
Krankheitsbilder (s. Tab.3) verantwortlich sein (QUINN et al. 1994, HATHEWAY 1990).
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Tab.3: Krankheiten, die durch  Clostridium perfringes-Toxovare ausgeldst werden
(zusammengestellt aus QUINN 1994, HATHEWAY 1990)

Gasbrand, infektiosse Diarrhoe (Mensch), E nterotoxamien bei
versch. Tierarten, Nekrotisierende Enteritis der HUO  hner und
Schweine, canine hamorrhagische Gastroenteritis,
Magendilatation

Lammerdysenterie, Ham orrhagische Enteritis der Kalber und
Fohlen

Darmbrand, Struck der Schafe, Enterotoxami e der Ld&mmer und
Schafe, Nekrotische Enteritis der Fohlen und Hihner

Enterotoxamie der Schafe und Kalber, Pulpy kidney disease

Enterotoxdmie der Kélber, LAmmerdysenterie, Enterot oxamie der
Kaninchen

2.6.2 Clostridium botulinum

Das Krankheitsbild des Botulismus wurde erstmals im Jahre 1820 von KERNER nach dem
Verzehr toxinhaltiger Wirste beschrieben, ohne dass er ein auslésendes Agens ausmachen
konnte. Erst VAN EMERGEN gelang 77 Jahre spéater der Nachweis eines anaerob
wachsenden, sporenbildenden Bakteriums, das er Bacillus botulinus (lat. botulus = die
Wurst) nannte. Zur Abgrenzung gegeniber den aeroben Sporenbildnern schlug BENGSTON
(1924) die Einfuhrung des Gattungsnamens Clostridium vor. Nach PREVOT erfolgt seit 1953
die Einteilung in die Spezies Clostridium botulinum nach der Fahigkeit BotNt bilden zu
kénnen. Diese Art der Einteilung birgt einige Probleme. Sowohl die Spezies Clostridium
butyricum (McCROSKEY et al. 1986) als auch Clostridium barati (HALL et al. 1985)
beherbergen Stamme, die die Fahigkeit zur Produktion von BotNt besitzen, aber aufgrund
ihrer weiteren physiologischen Eigenschaften nicht zur Spezies Clostridium botulinum
gezahlt werden kénnen. Des Weiteren kénnen Clostridien der Toxovare C und D durch den
Verlust des Bakteriophagens die Fahigkeit zur BotNt-Bildung verlieren (EKLUND und
POYSKY 1974), ohne als neue Spezies bezeichnet zu werden. Reklassifizierungen, wie sie
von HUNTER und POXTON (2002) oder COLLINS und EAST (1998) vorgeschlagen wurden,
konnten sich bisher aber nicht durchsetzen. Aufgrund des Toxinbildungsvermogens
unterscheidet man sieben verschiedene Clostridientoxovare. Die Toxovare A und B wurden
erstmals im Jahre 1897 von VAN EMERGEN respektive 1904 von LANDMANN isoliert und
durch BURKE (1919) mit den entsprechenden Buchstaben benannt. Die Isolierung der C-
Toxovare gelang BENGSTON 1922 in den USA und zeitgleich durch SEDDON in Australien.
Die Erstbeschreibung der Toxovare D, E und F erfolgte durch MEYER und GUNNISON
(1928), GUNNISON (1936) und M@LLER und SCHEIBEL (1960). Die von GIMENEZ und
CICARELLI (1970) erstmals beschriebenen G-Toxin produzierenden Isolate weisen grof3e
Unterschiede zu den restlichen Clostridientoxovaren auf. Daher sollen sie nach SUEN et al.
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(1988) zusammen mit den Spezies Clostridium subterminale und Clostridium hastiforme zur
Spezies Clostridium argentinense zusammengefasst werden. Neben der Toxinproduktion
kénnen die Clostridien auch anhand ihrer biochemischen Stoffwechselleistungen in vier
phanotypische Gruppen eingeteilt werden (COLLINS und EAST 1998). Die erste Gruppe
setzt sich aus samtlichen Typ A-Stammen sowie den proteolytischen Stammen der Gruppe
B und F zusammen. Diesen Stdmmen ist eine starke proteolytische Aktivitdt gemein. Aus
Kohlenhydraten werden in der Regel keine Sauren gebildet. Das Temperaturoptimum dieser
Keime liegt bei 37 . Sie besitzen eine grolie DNA- Homologie zu Clostridium sporogenes
und lassen sich weder durch biochemische noch durch metabolische Parameter von diesen
abgrenzen (CATO et al. 1986). Die saccharolytischen Keime der Toxovare B und F sowie die
Keime der Toxovare E bilden die zweite Gruppe. lhr Temperaturoptimum liegt bei 30 . Die
dritte Gruppe setzt sich aus den Keimen der Toxovare C und D zusammen. Diese Keime
besitzen in der Regel keine proteolytische Aktivitat. SMITH und HOBBS (1974) beschreiben
aber auch Ausnahmen. Obwohl die Vertreter dieser Gruppe sehr variable biochemische
Eigenschaften besitzen, sind die meisten in der Lage Glucose und andere Zucker wie
Inositol, Ribose und Xylose zu verstoffwechseln. Das Temperaturoptimum dieser Gruppe
liegt bei 40 T (CATO et al. 1986). Die vierte Grup pe vereint alle Stdmme in sich, die das G-
Toxin bilden kénnen. Es handelt sich hierbei um asaccharolytische Keime, die nicht Gber das
Enzym Lipase verfigen. Das Temperaturoptimum dieser Stamme liegt bei 37 C.

Nach BOHNEL (1995) kommen die Toxovare A, B, E, F und G hauptsachlich im Boden vor,
wahrend die C- und D-Toxovare Bewohner des Magen-Darmtrakts von S&ugetieren und
Vogeln darstellen. Haufig lassen sich aber Clostridium botulinum-Toxovare, hier v.a.
Vertreter vom Typ E, aus Proben aquatischer Herkunft isolieren (HIELM et al. 1998).

Im Grampréparat stellt sich Clostridium botulinum als grampositives (0,9 bis 1,2 x 4 bis 6 um)
Stabchen mit abgerundeten Enden dar. Die ovalen Sporen liegen subterminal bis terminal
und treiben den Zellleib auf. Sie sind beweglich und strikt anaerob. Auf Blutplatte
prasentieren sie sich als flach gewoélbte, glatte Kolonie mit ausgefranstem Rand und
variablem Hamolyseverhalten (RUCKDESCHEL 1992).

2.6.3 Botulinumtoxine

BotNt gelten als die toxischste biologisch synthetisierte Substanz (LAMANNA 1959,
SCHIAVO et al. 2000). So Ubertreffen sie die Toxizitdt von Dioxinen um ein Vielfaches
(SCHLATTER 1978) und sind fur den Menschen ca. 100 Milliarden-mal toxischer als
Cyanide (SINGH 2000). Die geringen mausletalen Dosen verdeutlichen hierbei ihr
aulRerordentliches Gefahrenpotential (s. Tab.4).
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Tab.4: LD 5o, bzw. MLD (*) der einzelnen Toxintypen (modifizier  t nach GILL 1982)

Toxintyp Maus Mensch

1,2 ngi.p.x® ca. 1,0 ng*®@
0,5ngi.p*@ bzw.1,2ng®-2,0nng®
1,1 ngiv.®

0,4ngi.p.®

1,1 ng*(7)

F 2,5ngiv.®

® der Mausetoxizitat entsprechend geschatzt,  © proteolytisch aktiviert, ) LAMANNA
et al. (1946), ® KOZAKI et al. (1974), ® DUFF et al. (1957), ¥ LAMANNA und
GLASSMAN (1947), ® SYUTO und KUBO (1977), © CARDELLA et al. (1960), @
GERWING et al. (1965), ® OHISHI und SAKAGUCHI (1974).

moow >

Wie unter 2.6.2 schon erwahnt, existieren sieben verschiedene Botulinumneurotoxine (A-G),
die von unterschiedlichen Stammen synthetisiert werden. Obwohl in der Regel nur ein
Neurotoxin produziert wird, existieren auch Stdmme, die kleinere Mengen eines weiteren
Toxins bilden kénnen (HUTSON et al. 1996, BOHNEL 1995).

Ein weiterer Unterschied zwischen den verschiedenen Typen stellt die genetische Codierung
der Toxinbildung dar. Wahrend die Fahigkeit zur Toxinbildung fir die Toxovare A, B, E und F
chromosomal kodiert ist (BINZ et al. 1990, THOMPSON et al. 1990), befindet sie sich bei
den Toxovaren C und D auf einem Bakteriophagen (EKLUND und POYSKY 1974) bzw. bei
den G-Toxovaren auf einem 114 kb grof3en Plasmid (EKLUND et al. 1988).

Die Toxine werden als nichtkovalent gebundene Progenitortoxine synthetisiert (SAKAGUCHI
1983). Dieser Enzymkomplex setzt sich aus einer a-Fraktion (Aufbau s. Abschnitt 2.6.4), die
die neurotoxische Komponente beinhaltet, und einer B-Fraktion zusammen (SUGIYAMA
1980). Die B-Fraktion, die die Nichtneurotoxinkomponente des Progenitortoxins darstellt,
besteht aus einer nichttoxischen-nichthAmagglutinierenden Komponente (139 kDA) sowie
hamagglutinierenden Einheiten unterschiedlicher GréfRe (SCHIAVO et al. 2000). Sie
stabilisieren das Neurotoxin, schitzen es vor der Einwirkung der Enzyme des
Verdauungstraktes und machen es resistenter gegen Temperatur- und pH- Schwankungen
(CHEN et al. 1998). Hierdurch kommt ihnen eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung der
oralen Toxizitat zu. Dies verdeutlicht auch die Tatsache, dass durch die orale Verabreichung
des reinen Neurotoxins praktisch keine Toxizitdt vermittelt wird (OHISHI et al. 1977,
SIMPSON 2004). Im alkalischen Milieu kann das Neurotoxin leicht von dem restlichen
Komplex abgespalten werden. Bei den BotNt handelt es sich um hitzelabile Toxine, die bei
funfmindtiger Erhitzung auf > 85 T inaktiviert wer den (ARNON et al. 2001).

Neben den Neurotoxinen kénnen einige Stamme vom Typ C und D zusatzlich Toxine ohne
paralytische Eigenschaften produzieren. Das C,-Toxin, das im Gegensatz zu den
Neurotoxinen dieser Stamme chromosomal codiert ist, besteht ahnlich wie die Neurotoxine
aus einer leichten und einer schweren Kette (FUJII et al. 1996). Die leichte Kette mit einer
MolekilgroRe von 50 kDa stellt eine ADP-Ribosyltransferase dar, die (ber eine
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Ribosylierung des zellularen nicht muskuldren G-Aktins, eine Polymerisation des Aktins
verhindert. Hierdurch wird das Mikrofilament depolymerisiert und die Zelle verliert an
Stabilitat (AKTORIES et al. 1986). Die 105 kDa grol3e, schwere Kette besitzt
hamagglutinierende Eigenschaften und ist fur die Internalisation der leichten Kette
verantwortlich (CONSIDINE und SIMPSON 1991). Uber eine Erhéhung der vaskularen
Permeabilitat vermittelt das C,-Toxin Hamorrhagien, Odeme der Lunge und hypotone
Effekte. AKTORIES et al. beschreiben 1987 ein weiteres Toxin, das Cs-Toxin. Es besteht aus
einer Peptidkette mit einer MolekulgréfRe von 26 kDA und katalysiert die Ribosylierung
einiger GTP-bindender Proteine, wie Rho und Rac. Die genaue Bedeutung fir die
Pathogenese der Krankheit ist bisher aber unbekannt (POPOFF 1995).

2.6.4 Aufbau und Wirkmechanismus der Botulinumneurotoxine

Samtliche BotNt besitzen ein Molekulargewicht von ca. 150 kDa (KRIEGLSTEIN 1990,
SINGH 2000). Abbildung 3 zeigt eine schematische Ubersicht der Organisation des BotNt.
Uber Proteasen werden sie bereits in der Bakterienzelle (HOBBS 1976, DEKLEVA und
DASGUPTA 1989) oder im Falle aproteolytischer Stamme Uber externe Enzyme
(BONVENTRE und KEMPE 1960, HOBBS 1977) in eine 100 kDa schwere Kette (H-chain =
heavy chain) und eine 50 kDa leichte Kette (L-chain = light chain) gespalten. Dieser Prozess
wird als ,nicking“ bezeichnet (OHISHI und SAKAGUCHI 1979). Die H- und die L-Kette
bleiben UGber eine Disulfidbriicke miteinander verbunden (DASGUPTA 1981).
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Abb.3: Schematische Darstellung der Organisation de s BotNt B (SINGH 2000)

Wahrend die L-Kette als zinkabhangige Metalloprotease die katalytische Einheit darstellt, ist
die schwere Kette fir die Bindung und Translokalisation zustéandig (s.u.) (SINGH 2000).

In der Regel werden die praformierten Toxine mit der Nahrung aufgenommen und im oberen
Intestinaltrakt resorbiert. Kleinere Mengen werden aber auch im Magen und in distalen
Abschnitten des Gastrointestinaltraktes gebunden (MAKSYMOWYCH et al. 1999). Uber die
Lymphe gelangen die Toxine in den Blutkreislauf und erreichen die peripheren Nervenzellen
(FUJINAGA et al. 2000), wo sie die Ausschittung des Neurotransmitters Acetylcholin
hemmen (SINGH 2000). Uber den genauen Mechanismus der Bindung und der Resorption
an die intestinalen Epithelzellen ist bisher nur sehr wenig bekannt (AHASAN et al. 2005,
MAKSYMOWYCH et al. 1999, KOJIMA et al. 2005). Wahrend FUJINAGA et al. (2000) eine
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Beteiligung der Hamagglutininuntereinheit an der Bindung an die intestinalen Mikrovilli
beschreiben, schlussfolgern MAKSYMOWYCH et al. (1999) aus ihren Untersuchungen, dass
auch das reine Toxin im Gastrointestinaltrakt resorbiert werden kann. KOJIMA et al. (2005)
berichten von einer Beteiligung eines N-Acetyllaktosaminanteils der oberflachlichen
Oligosaccharide bei der Anbindung des Progenitortoxins Typ A an intestinale Epithelzellen.
AHASAN et al. (2005) konnten in in vitro-Untersuchungen zeigen, dass das Toxinh ohne
Clusterbildung an der apikalen Oberflache der Epithelzellen anbindet. Nach der
Internalisation verbleibt das Toxin nicht in unmittelbarer Nahe der endocytierenden
Membran, wie es in den Neuronenzellen der Fall ist, sondern verbreitet sich lber die
gesamte Lange der Zelle. Schon nach funf Minuten ist das Toxin, das wahrend des
Transcytoseprozesses nicht verdndert wird, auf der kontralateralen Seite nachzuweisen.
Nach 20 bis 30 Minuten ist der Transcytoseprozel} vollstandig abgeschlossen.

Fir die Vermittlung der Toxinwirkung der BotNt sind vier Schritte von N6ten: Bindung an die
prasynaptische Membran (s. Abb. 4, 1a und 1b), Internalisation (s. Abb. 4, 2a), Translokation
durch die Vesikelmembran (s. Abb. 4, 2b) sowie Substratspaltung (s. Abb. 4, 3) (SCHIAVO
et al. 2000). Die Bindung an der prasynaptischen Membran verlauft nach SINGH (2000)
nach dem ,Zwei-Rezeptor-Modell“. Die BotNt binden zunachst mit dem carboxyterminalen
Ende der schweren Kette an Polysialoganglioside der prasynaptischen Membran (LALLI et
al. 1999), hier v.a. an Gpyp-, Grip- Und Ggip-Rezeptoren (SCHIAVO et al. 2000). In einem
zweiten Schritt erfolgt eine Bindung an bisher nicht naher identifizierte Proteine (ROSETTO
et al. 2001), wobei nach KOZAKI (1979) jeder Toxintyp an ein unterschiedliches Protein
anbindet. SINGH (2000) vermutet integrale Membranproteine als Ansatzpunkt. Im néchsten
Schritt werden die BotNt Uber eine temperatur- und energieabhdngige, rezeptorvermittelte
Endozytose in Vesikel aufgenommen. Durch ATP-abhangige Protonenpumpen wird das
Milieu in den Vesikeln angesauert (DOLLY et al. 1984), was zu einer
Konformationsénderung der aminoterminalen Doméane der schweren Kette fihrt. Durch diese
Konformationséanderung werden hydrophobe Anteile der Translokalisationsdoméne an die
Oberflache gekehrt, was eine Einlagerung in die Lipiddoppelmembran der Vesikel ermdglicht
(MONTECUCCO und SCHIAVO 1994). Nach KORIAZOVA und MONTAL (2003) bildet die
H-Kette als Transmembranchaperon einen Kanal aus, durch den die leichte Kette ins Cytosol
gelangen kann (HOCH et al. 1985). Hier erfolgt aufgrund des neutralen pH-Wertes nach der
Spaltung der Disulfiddoppelbriicke eine Riickfaltung der leichten Kette in die wasserldsliche,
neutrale Konformation (ROSSETTO et al. 2001). Wie schon erwahnt, handelt es sich bei der
leichten Kette um eine zinkabhangige Metalloprotease, die je nach Toxintyp unterschiedliche
Proteine des SNARE-Komplexes (soluble NSF [N-ethylmaleimid-sensitiver-Faktor]
attachement protein receptor) spaltet. Der SNARE-Komplex, der die Fusion zwischen
intrazellularen Vesikeln und Membranen vermittelt, muss hierfiir noch in einem praformierten
Zustand vorliegen (SINGH 2000). Wahrend die BotNt B, D, F und G das vesikelassoziierte
Membranprotein (VAMP) Synaptobrevin spalten, das aufgrund seiner Lokalisation zu den v-
Snares zu zahlen ist, greifen die Toxine A und E das SNAP-25 an. Dieses Protein ist genau
wie das Syntaxin, das durch das C;-Toxin gespalten wird, auf der Membran lokalisiert und
zahlt somit zu den t-SNARES (BINZ et al. 1994, YAMASAKI et al. 1994, BLASI et al. 1993,
SCHIAVO et al. 2000).
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Abb.4: Schematisches Modell der Botulinumneurotoxin wirkung in einer Nervenzelle
(modif. nach SINGH 2000); Erlauterungen im Text

Hierdurch wird die Ausschittung von Acetylcholin in den synaptischen Spalt verhindert, was
je nach aufgenommener Toxinmenge zum klinischen Bild des Botulismus fiihrt.

2.7 Zusammenhang MMS und serologische Parameter

Uber die Auswirkungen des MMS auf serologische Parameter lassen sich in der Literatur nur
sehr wenige Angaben finden.

2.7.1 MMS und C-reaktives Protein

Das CRP des Menschen ist ein aus funf identischen Untereinheiten zusammengesetztes,
nichtglykolysiertes Protein, das zu den ,Akute-Phase-Proteinen® gezahlt wird. Vermittelt Gber
das Zytokin Interleukin-6  reagiert es beim Menschen auf unspezifische
Entzindungsreaktionen im Korper. Da es hierbei nach einer sehr kurzen Latenzzeit von nur
6 bis 8 Stunden zu einem massiven Anstieg des CRP bis auf das 1000-fache kommt, wird es
in der Humanmedizin schon lange als Entziindungsmarker eingesetzt (WU 1999). Das
canine CRP, das ein Molekulargewicht von ca. 100 kDa besitzt, weist groRe Ahnlichkeit mit
dem humanen CRP auf. So besteht es ebenfalls aus finf Untereinheiten, von denen zwei
glykolysiert sind (CASPI et al. 1984, FUJISE et al. 1992). CASPI et al. (1987) und
YAMAMOTO et al. (1993) konnten zeigen, dass das CRP auch beim Hund auf Infektionen,
Noxen und Traumen mit einem starken Anstieg reagiert. Hierbei ist mit einer Latenzzeit von
4 Stunden zwar ein schnellerer (CASPI et al. 1987), daflr aber ein nicht so massiver Anstieg
wie beim Mensch zu verzeichnen (YAMAMOTO et al. 1993). Da das CRP keinen
geschlechtsspezifischen, altersabhangigen und circadianen Schwankungen unterworfen ist
(KURIBAYASHI et al. 2003, OTABE et al. 1998), stellt es auch beim Hund einen guten
Parameter dar, Entziindungsreaktionen zu detektieren. OTABE et al. (2003) konnten
nachweisen, dass das CRP auch bei gastrointestinalen Stérungen als diagnostischer
Parameter eingesetzt werden kann. Spezielle Untersuchungen zum Verlauf des CRP
wahrend des MMS sind in der Literatur aber nicht zu finden.
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2.7.2 MMS und Immunglobuline

Im Zuge des MMS kommt es nicht nur zu einem portalen Hochdruck sondern auch zu einer
Beeintrachtigung des Retikulo-Endothelialen-Systems, was der Entstehung einer
Bakteriamie vorschub leistet (WINKLER et al. 2003). Des Weiteren kommt es unter
hypoxischen Bedingungen zu einer vermehrten bakteriellen Translokalisation (BAYLOR et al.
2003). Die Schadigung der mukosalen Integritéat erlaubt eine vermehrte Passage von
Bakterien, Endotoxinen und anderen Makromolekilen (HALL und BATT 1990, PEYCKE et
al. 2005, WINGFIELD et al. 1974, DAVIDSON et al. 1992). Daher miisste es im Zuge des
MMS zu Verschiebungen in den Antikorperspiegeln kommen. Im Widerspruch zu dieser
Hypothese stehen die von WINKLER et al. (2003) ermittelten Ergebnisse, die in 43 % der
Tiere mit MMS aber auch in 40 % der Kontrolltiere positive Blutkulturen feststellen. Auch
DOW et al. (1989) konnten nur in einem von 5 Tieren mit MMS einen positiven
Bakteriennachweis im Blut fihren. DOW et al. (1989) begriinden dies mit der geringen
Anzahl lebensfahiger Bakterien im Magen. Wie von PEYCKE et al. (2005) nachgewiesen,
kommt es aber nicht nur im Magen, sondern auch in den distal gelegenen Darmabschnitten
zu einer Schadigung der Mukosa, wobei die hier vorgefundenen Lasionen die
Veranderungen des Magens sogar Ubersteigen.

2.7.2.1 Immunglobulin A

Sekretorisches IgA stellt einen wichtigen Schutzmechanismus mukosaler Oberflachen dar
(BAYLOR et al. 2003, DIEBEL et al. 2003, WOOF und KERR 2006, UREN et al. 2003).
Hierbei wird, von B-Zellen der Lamina propria produziertes, dimeres IgA, das uber eine
15kDa grol3e J-Kette miteinander verbunden ist, an der basolaterlen Seite der Enterocyten
an einen polymeren Immunglobulinrezeptor gebunden. Dieser Rezeptor-Immunglobulin-
komplex wird endocytotisch aufgenommen und in Vesikeln durch die Zelle geschleust. Nach
Abspaltung einer Teilkomponente des polymeren Rezeptors wird das sekretorische IgA ins
Darmlumen abgegeben (WOOF und KERR 2006). Neben der Neutralisierung und
Opsonierung luminaler Antigene kann IgA auch intrazellulare und in der Lamina propria
gelegene Antigene binden und als Antigen-Antikérperkomplex durch die Zelle ins Lumen
ausschleusen (MESTECKY et al. 1999). BAYLOR et al. (2003) konnten zeigen, dass es
unter hypoxischen Bedingungen, wie sie im Zuge des MMS zu erwarten sind, nicht nur zu
einer vermehrten bakteriellen Translokation sondern auch zu einer vermehrten Transcytose
des IgA ins Darmlumen kommt. Die eingedrungenen Bakterien stellen fir die Enterocyten
einen Stimulus zur Produktion von Cytokinen dar. Hierbei werden u.a. auch Interleukin-6,
Interleukin-10 und TGF-B gebildet, die eine Differenzierung ankommender Lymphocyten zu
IgA produzierenden Plasmazellen bewirken (MESTECKY et al. 1999). KAWANISHI et al.
(1983) berichten zudem von T-Zellen, die zytokinvermittelt einen Switch von IgM- zu IgA-
produzierenden Plasmazellen bewirken. DIEBEL et al. (2003) konnten in ihren
Untersuchungen nachweisen, dass IgA in vitro in der Lage ist, eine vermehrte Apoptose mit
einhergehendem  Verlust der mukosalen Integritdt nach einem  Hypoxie-
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Reperfusionssyndrom mit gleichzeitigem Challenge nichtinvasiver Bakterien signifikant
entgegenzuwirken.

2.7.2.2 Immunglobulin G

Das Immunglobulin G, das eine Halbwertszeit von drei Wochen besitzt, stellt die grofdte
Antikorperfraktion im Plasma dar. Zu seinen Aufgaben z&hlen die Aktivierung des
Komplementsystems sowie die Bindung zellularer Oberflachenantigene (WEISS und
JELKMANN 1997). FOSTER et al. (2003) berichten von gesteigerten 1gG-Spiegeln gegen
Futtermittelantigene bei Tieren mit gastrointestinalen Stérungen. Sie begrinden dies mit
einer gesteigerten Antigenexposition aufgrund einer Erhdhung der mukosalen Permeabilitat.

2.7.2.3 Immunglobulin M

Das IgM des Blutplasmas besitzt eine Halbwertszeit von einer Woche und stellt die erste
Antwort des Koérpers auf neu eingedrungene Antigene dar. Nicht zuletzt aufgrund seiner
pentameren Struktur, die es zu dem grofiten Molekull unter den Antikbrpern macht, gehort
die Agglutination eingedrungener Antigene zu seinen Aufgaben (WEISS und JELKMANN
1997). Des Weiteren stellt es einen wichtigen Aktivator des Komplementsystems dar.
Angaben, wie das Immunglobulin M auf die Folgen des MMS reagiert, lassen sich in der
Literatur nicht finden.

2.7.2.4 MMS und Amylase, Lipase und Laktat

Eine Hyperamylasamie ist bei akuten Pankreatitiden, verminderter glomerulérer Filtration
sowie gastrointestinalen Erkrankungen, Darmrupturen und Lebererkrankungen zu erwarten.
Erhéhungen der Serumlipase sind in &hnlichen Fallen wie bei der Amylase zu beobachten.
Sie stellt aber einen sensitiveren Marker fur Pankreatitiden dar (WILLARD und TWEDT
1994). Aufgrund der engen topographischen Nédhe zum Magen kann man im Zuge der
Magendrehung eine Beeintrachtigung des Pankreas erwarten.

Nach DE PAPP et al. (1999) stellt der Plasmalaktatspiegel einen guten prognostischen Wert
fur die Uberlebenswahrscheinlichkeit der Tiere mit MMS dar, wobei sie den Grenzwert auf 6
mmol/l festlegen. Durch die aus dem MMS resultierende vendse Stase und die verminderte
Gewebeoxygenierung kommt es zu einer gesteigerten Laktatproduktion (WINGFIELD 1982).
Hierbei korreliert die Hohe des Plasmalaktatspiegels mit dem Auftreten gastraler Nekrosen
(DE PAPP et al. 1999).



Material und Methoden 29

3  Material und Methoden

Eine alphabetische Liste der verwendeten Reagenzien, Puffer, Kulturmedien sowie der
Gebrauchsgegenstande befindet sich im Anhang.

3.1 Untersuchungsmaterial
311 Mageninhaltsproben
3.1.11 Tiere mit MMS

Im Zeitraum vom 21.10.2004 bis zum 17.11.2005 konnten bei 30 Hunden mit MMS, die in
der Klinik fur Kleintiere der Veterinarmedizinischen Fakultat der Universitat Leipzig
vorgestellt wurden, Mageninhaltsproben gewonnen werden (s. Tab.22, Anhang S.132). Die
Diagnose der Torsio ventriculi  wurde anhand des klinischen Bildes sowie einer
Rontgenaufnahme des Abdomens im latero-lateralen Strahlengang gestellt. Bei allen 30
Tieren konnte die gestellte Diagnose intra operationem bestéatigt werden.

Der Mageninhalt wurde von narkotisierten Tieren Uber eine Magensonde in sterilen 50 ml
Zentrifugenréhrchen (Firma TPP, Schweiz) aufgefangen und nach Aliquotierung bis zur
weiteren Verarbeitung bei — 21 C gelagert.

3.1.1.2 Kontrolltiere

Als Kontrolltiere standen 13 Hunde zur Verfugung (s. Tab.23, Anhang S.133). Hierbei
handelte es sich um 4 Blutspendehunde der Klinik fiir Kleintiere sowie um 9 Tiere aus dem
Institut fir Pharmakologie, Pharmazie und Toxikologie der Veterinarmedizinischen Fakultat
der Universitat Leipzig.

Um die Studie durchfiihren zu kénnen, wurde ein Tierversuchsantrag gestellt, der unter dem
Aktenzeichen 24 - 9168. 21 A 10/05 am 22.08.2005 durch das Regierungsprasidium Leipzig
genehmigt wurde.

Vor Versuchsbeginn wurden die Tiere einer klinischen Untersuchung unterzogen und ein
komplettes Blutbild sowie Blutchemie in der Klinik fir Kleintiere der Veterindrmedizinischen
Fakultat der Universitat Leipzig erstellt. Durch die subkutane Injektion von 0,08 mg
Apomorphin (TECLAPHARM, Lineburg) pro Kilogramm Korpergewicht wurde bei den Tieren
4 h nach der Aufnahme eines Feuchtfuttermittels Erbrechen ausgelést. Um den
futterungsbedingten Einfluss auf die Magenflora mdglichst gering zu halten, orientierte man
sich bei dem Zeitpunkt des Auslosens des Erbrechens an den Uber den Fragebogen
ermittelten, durchschnittlichen Werten der letzten Fitterung bei den Tieren mit MMS (s.
Abschnitt 4.3.4). Der Mageninhalt wurde in sterilen 50 ml Zentrifugenréhrchen aufgefangen,
aliquotiert und bis zur weiteren Verarbeitung bei — 21 T eingefroren.
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3.1.2 Blutproben
3.1.21 Tiere mit MMS

Zur immunologischen Untersuchung standen 102 Blutproben von Hunden mit MMS zur
Verfigung. Die Proben wurden in der Klinik fir Kleintiere der Veterindrmedizinischen
Fakultat der Universitat Leipzig unmittelbar nach Einlieferung der Patienten enthommen (n =
39) und nach der Aufbereitung zu Blutplasma bei — 21° C zwischengelagert. Bei einem Teil
des Untersuchungsmaterials handelte es sich um historische Proben (n = 63) aus der Klinik
fur Kleintiere der Universitat Leipzig.

Nach einmaligem Auftauen bei Zimmertemperatur wurden die Proben in einer 1:10
Verdinnung auf eine 96-well Mikrotiterplatte (MEUS SRL, Piove di Sacco, Italien) unter
Verwendung des PBS-Schutzpuffers nach Dulbecco und 1 % BSA-Zusatz (Fluka, Buchs,
Schweiz) aliquotiert und bei — 21 T eingefroren.

3.1.2.2 Kontrollgruppe

Als Kontrollgruppe standen 116 Blutproben klinisch gesunder Tiere zur Verfiigung.

Die Proben stammten aus einem Impfversuch (0-Werte) des Instituts fir Immunologie der
Veterinarmedizinischen Fakultat der Universitat Leipzig (n = 85) (Topfer 2005), aus dem
oben genannten historischen Probenpool der Klinik fir Kleintiere der Universitét Leipzig (n =
18) sowie den Kontrolltieren (n = 13), deren Mageninhalt gewonnen wurde.

Die Blutproben wurden analog zu den Proben der Tiere mit MMS behandelt und bis zur
weiteren Verwendung bei — 21 C gelagert.

3.2 Untersuchungen Mageninhalt
3.21 pH-Wert

Zur Bestimmung des pH-Wertes wurde ein Aliquot des Mageninhaltes tber Nacht bei
Kuhlschranktemperatur aufgetaut. 3 ml dieses Aliquots wurden nach kraftigem Vortexen in
ein Glasgefal® verbracht. Nach Eichung des Gerates wurde mittels eines MV 88 Prézisions-
Labor-pH-Messgerates  (PRACITRONIC, Dresden) mit einer EGA 501 pH-
Einstabmesselektrode (SENSORTECHNIK MEINSBERG GMBH, Meinsberg) der pH-Wert bei
Zimmertemperatur bestimmit.

3.2.2 Quantitative bakteriologische Untersuchung

Ein halbes Gramm Mageninhalt wurde in Reagenzglaser eingewogen, mit 4,5 ml
Phosphatpuffer nach Sorensen versetzt und durch kraftiges Vortexen homogenisiert.
AnschlieRend erfolgte unter Verwendung des gleichen Phosphatpuffers eine Verdiinnung bis
107, Jeweils 0,01 ml der hergestellten Verdiinnungsstufen sowie das Originalmaterial
wurden auf die entsprechenden Selektiv- und Komplexndhrmedien (s.u.) aufgetropft und mit
einem sterilen Glasstab ausgestrichen. Die Platten wurden je nach erwinschtem
Keimspektrum bei den erforderlichen Sauerstoffspannungen und den geeigneten
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Inkubationszeiten bei 37 €T im Brutschrank bebritet. Die Platten zur Bestimmung der
aeroben Gesamtkeimzahl (GKZ) und der gramnegativen GKZ wurden fir 24 h unter aeroben
Bedingungen bebritet, wahrend die Selektivnahrbdden fir Enterokokken und Hefen fur 72 h
unter aeroben Bedingungen inkubiert wurden. Die anaerobe GKZ sowie die Keimzahlen der
Bifidobakterien, der Bacteroides-Spezies, der Laktobazillen und von Clostridium perfringens
wurden nach 72 stindiger Inkubation unter anaeroben Bedingungen ermittelt. Die
Anaerobiose wurde mittels eines Anaerobierkits (Anaerocult® A, MERCK KgaA, Darmstadt) in
Anaerobiertdpfen (MERCK KgaA, Darmstadt) hergestellt.

Zur Bestimmung der Koloniebildenden Einheiten pro ml Feuchtmasse (KbE/ml FM) wurden
die entsprechenden Kolonien der beiden hiéchsten noch bewachsenen Verdinnungsstufen
mit einem Plattenmikroskop Typ 102 (NIkoN GmbH, Disseldorf) ausgezéhlt und unter
Berucksichtigung der Verdunnungsstufen das arithmetische Mittel gebildet. Die so
erhaltenen KbE wurden mit dem Faktor 100 multipliziert und im dekadischen Logarithmus
angegeben.

Von allen makroskopisch unterschiedlichen Kolonien wurde eine Reinkultur auf Columbia-
Blutagar (BIOMERIEUX, Nirtingen) angefertigt sowie ein Grampraparat erstellt. Zusatzlich
wurden die unter anaeroben Bedingungen gewachsenen Keime auf Columbia-Blutagar auf
ihre Aerotoleranz Uberprift. Die unterschiedlichen Kolonien wurden aufgrund ihrer
Makromorphologie, Mikromorphologie sowie ausgewahlter biochemischer Parameter
differenziert. Hierbei wurde sich an den Angaben des Lehrbuchs ,Mikrobielle Diagnostik®
(Herausgeber Burkhardt 1992) orientiert.

3.2.21 Bestimmung der aeroben und anaeroben Gesamtkeimzahl

Die Bestimmung der aeroben und anaeroben GKZ erfolgte analog zu den unter Abschnitt
3.2.2 beschriebenen Arbeitsschritten auf Columbia-Blutagarplatten.

3.2.2.2 Bestimmung der gramnegativen aeroben Gesamtkeimzahl

Die Bestimmung der Keimzahl der gramnegativen Bakterien erfolgte auf einem Wasserblau-
Metachromgelb-Agar nach Gassner (SIFIN, Berlin). Alle gramnegativen Keime wurden
ausgehend von einer Reinkultur Giber einen Bactident ® - Oxidaseteststreifen (MERCK KgaA,
Darmstadt) auf ihr Oxidaseverhalten Uberprift. Die oxidasenegativen Keime wurden zur
weiteren Differenzierung auf das Harnstoff-Indol-Beweglichkeitsmedium (HIB) (SIFIN, Berlin)
und den Eisen-Zweizucker-Agar nach Kligler (SIFIN, Berlin) Uberimpft und 18 h bei aeroben
Bedingungen inkubiert.

3.2.2.3 Untersuchung auf Bifidobakterien

Zur Untersuchung auf Bifidobakterien wurde ein Selektivndhrmedium fur Bifidobakterien,
Laktobazillen und Enterokokken eingesetzt. Bifidobakterien stellen sich nach Wachstum auf
dem eingesetzten Selektivnahrboden im Gram-Praparat als pleomorphe grampositive
Stabchen mit aufgetriebenen Enden und Verzweigungen dar. Die Untersuchung erfolgte auf
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Grundlage der Makro- und Mikromorphologie, biochemischer Reaktionen sowie der
Aerotoleranz.

3.224 Untersuchung auf Laktobazillen

Zur Ermittlung der Keimzahl der Laktobazillen wurde der Selektivnahrboden nach de Man,
Rogosa und Sharpe (MRS) (SIFIN, Berlin) benutzt. Als Laktobazillen wurden alle
grampositiven, fakultativ anaeroben, katalasenegativen, oxidasenegativen Stabchen
angesprochen, die auf Blutagar eine vergriinende Hamolyse zeigten.

3.2.25 Untersuchung auf Bacteroides-Spezies

Die Untersuchung auf Bacteroides-Spezies erfolgte auf einem  Neomycin-
Natriumdesoxycholat-Medium. Bei Bacteroides-Spezies handelt es sich um strikt anaerobe,
sporenlose gramnegative Stabchen, die sich nach Wachstum auf dem eingesetzten
Selektivnahrmedium im Grampraparat als aufgebléhte Zellen mit deutlich angefarbten
Zellpolen darstellen.

3.2.2.6 Untersuchung auf Enterokokken

Die Untersuchung auf Enterokokken wurde mit dem Citrat-Azid-Tween-Carbonat-Agar
(CATC) (SIFIN, Berlin) durchgefiihrt. Als Enterokokken wurden alle grampositiven, fakultativ
anaeroben, katalasenegativen Kokken angesprochen, die auf dem Kanamycin-Asculin-Azid-
Agar (SIFIN, Berlin) nach 72 stundiger aerober Inkubation bei 37 € durch die
Verstoffwechslung von Askulin zu einer Schwarzfarbung des Mediums um die Kolonie
fuhrten.

3.2.2.7 Untersuchung auf Clostridium perfringens

Clostridium perfringens wurde auf einem Neomycin-Polymyxin-Agar (Neo/P) mittels 72
stindiger Bebrutung angeziichtet. Die gewachsenen Kolonien wurden anhand ihrer
Makromorphologie (charakteristische Doppelzonenhdmolyse mit einem inneren Ring
deutlicher R-Hamolyse und einem &uleren Ring unvollstandiger Hamolyse),
Mikromorphologie (4-6 um x 1 pum grol3e, sporenlose, grampositive bis gramlabile Stdbchen
mit abgerundeten Enden) sowie ihrer Biochemie auf Eigelb-Laktose-Agar (Laktose-posity,
Lecithinase-positiv, Lipase-negativ) identifiziert.

Zur weiteren Speziesdiagnose wurde von allen Clostridium perfringens-verdachtigen Keimen
eine Aerobkontrolle angelegt, das Katalaseverhalten Uberprift und eine bunte Reihe
angefertigt.
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3.2.2.8 Untersuchung auf andere Clostridienspezies

Die auf den verschiedenen Medien unter anaeroben Bedingungen gewachsenen
sporenbildenden Stabchen wurden einer Aerobkontrolle und einem Katalasetest unterzogen.
Alle strikt anaeroben, katalasenegativen Keime wurden mit dem Eigelb-Laktose-Agar sowie
einer bunten Reihe auf ihre biochemischen Stoffwechselleistungen untersucht.

Anhand der Makromorphologie, der Mikromorphologie, einschlie3lich Lage und Form der
Spore, sowie der Biochemie, erfolgte, so weit mdglich, eine weitere Differenzierung.

3.2.29 Untersuchung auf Hefen

Zur Untersuchung auf Hefen wurde ein Sabouraud 4 % Glucose-Agar (SIFIN, Berlin)
verwendet. Die Hefen wurden Uber die Koloniemorphologie und ihre Mikromorphologie
(grampositive bis gramlabile, 3-6 pum grol3e, ellipsoide Zellen) identifiziert.

Die weitere Speziesdiagnose erfolgte mittels Sequenzierung am Zentralinstitut fur
Ernahrungs- und Lebensmittelforschung der Technischen Universitat Minchen.

3.2.3 Botulinumneurotoxinanreicherung

Zum Nachweis von zur Botulinumneurotoxinbildung befahigten Clostridien bzw. von BotNt
wurde eine Toxinanreicherung in Reinforced Clostridial Medium (RCM) (SIFIN, Berlin)
durchgefuhrt. Hierzu wurde ein halbes Gramm Mageninhalt im Doppelansatz in 15 ml
Zentrifugenrohrchen (Firma TPP, Schweiz) eingewogen und mit 4,5 ml RCM versetzt. Nach
Erhitzung einer der Proben fir 10 Minuten im Wasserbad auf 80 C, wurden die Réhrchen in
einer Anaerobier-Arbeitsstation MAKS MG 500 (DoN WHITLEY SCIENTIFIC, Shipley, England)
fur sieben Tage bei 37 T bebrutet. Die angereicherten Proben wurden dann bei — 21 €
schockgefroren.

Die weitere Bestimmung auf die Botulinumtoxine A - D erfolgte durch Herrn Dr. Schroed| aus
dem Institut fir Bakteriologie und Mykologie der Universitat Leipzig Uber von ihm entwickelte
ELISA (Schroedl, 2006, Publikation eingereicht).

3.24 Quantitative Clostridienanalytik (MPN-Verfahren)

Ein halbes Gramm Probenmaterial wurde im Doppelansatz in Hungate—R6hrchen
(GLASGERATEBAU OcHs GmBH, Bovenden — Lenglern) mit 4,5 ml Clostridial-Differential-
Bouillon (DRCM) (Oxolb, Wesel) versetzt. Durch kraftiges Schutteln wurden die Proben
homogenisiert und anschlieBend eine 1:10 Verdunnungsreihe bis zur 7. Verdinnungsstufe
angelegt. Um andere sulfidbildende Bakterien abzutéten, wurden die RdOhrchen fir 10
Minuten im Wasserbad bei 80 T erhitzt. Zur Herstellung der Anaerobiose wurden die
Rohrchen mit einem Spezialmischgas fir Anaerobier (10 Vol% CO,, 90 Vol% N,) 5-mal
alternierend fur eine Minute begast und evakuiert.

Nach einwd6chiger Bebritung bei 37 € wurde der Gehalt an Clostridien anhand der
Schwérzung der Medien dokumentiert.
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3.25 Bestimmung des Fettsauremusters

Die Bestimmung der kurzkettigen Fettsauren (SCFA) erfolgte modifiziert nach KRUSE et al.
(1999) mittels Gaschromatographie. Die Untersuchungen wurden mit einem GC3900
(VARIAN DeuTscHLAND GwmBH) durchgefihrt: Kapillarsdule (FUSED SILIKA FFAP-CB),
Flammenionisationsdetektor, Tragergas: Helium, Flussrate 1,5 ml/min (Split 1:10),
Temperatur (Injektor / Detektor): 230 €, Trennung bei Temperaturprogramm von 120-220
T (12,33 min). Die ldentifizierung und Quantifizie rung der SCFA erfolgte mit einem internem
(iso-Capronsaure) und einem externem Standard (KALIBRATIONSSTANDARD SUPELCO NO.
46975-U, SUPELCO).

Zur Probenvorbereitung wurden 0,2 g Mageninhalt mit 800 pl Aqua dest. homogenisiert und
anschlieBend fir 20 Minuten bei 10.500 U/min zentrifugiert. Zweihundert pl des klaren
Uberstands wurden mit 25 ul Iso-Capronsaure (12,5 mM), 280 ul Perchlorsaure (0,36 M) und
270 ul Natriumlauge (1M) versetzt. Diese Mischung wurde bei -80 T eingefroren und
lyophilisiert (Lyophylle Alpha 1- 2, CHRIST, Osterode). Anschliel3end wurde der Rickstand in
100 pl Ameisenséaure (5 M) und 400 ul Aceton aufgenommen und bei 10.500 U/min 20 min
zentrifugiert. Der gewonnene Uberstand wurde fiir die Gaschromatographie-Bestimmung
eingesetzt.

Neben Acetat, Propionat und Butyrat, wurden iso-Butyrat, Valerianat, iso-Valerianat, sowie
Hexanat gemessen.

Die Bestimmung des Fettsduremusters erfolgte am Veterinar-Physiologisch-Chemischen
Institut der Veterindrmedizinischen Fakultat der Universitat Leipzig.

3.2.6 Bestimmung des Laktatgehaltes

Der L-Laktatgehalt der Mageninhaltsproben wurde mittels des enzymatischen Farbtests
Lactat PAP (BIoCHEMICA ROLF GREINER, Flacht) von der Firma Biocheck (Leipzig) bestimmit.

3.3 Serologische Untersuchungen

Fir die serologischen Untersuchungen wurden ein Zweiseitenbindungstest bzw. ein direkter
ELISA eingesetzt. Die fur die jeweilige Fragestellung am besten geeigneten
Konzentrationen, Puffer und Reaktionszeiten wurden in Vorversuchen bestimmt.

Zunachst wurden die 96-well-ELISA-Platten (Costar®, CORNING, New York, USA) mit einem
Fangantikorper respektive dem zu untersuchenden Antigen beschichtet. Hierfir wurden 100
ul des entsprechenden, in 0,1 M NaHCOs-Adsorptionspuffer (FLUKA, Buchs, Schweiz)
verdinnten Agenzes in jede Kavitat pipettiert und fir 1 h bei Raumtemperatur unter
standigem Schitteln (500 rpm) inkubiert. AnschlieBend erfolgte eine zweimaliges Waschen
mit Phosphatpuffer nach Dulbecco mit 0,1 % Tween 20- (FLUKA, Buchs, Schweiz) Zusatz
(PBST). In einem weiteren Schritt wurden die zu untersuchenden Proben in der geeigneten
Verdinnung und dem entsprechenden Probenpuffer auf die Platte gegeben. Zur Erstellung
einer Referenzkurve wurde zusatzlich ein Standard im Doppelansatz an die Platte gebunden
und eine 1:2 Verdinnungsreihe hergestellt, wobei die beiden letzten Kavitdten als
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Nullkontrollen dienten. Beim direkten ELISA kam als Standard eine Poolprobe zum Einsatz.
Hierzu wurden je 100 pl von 40 Proben (30 Tiere mit MMS / 10 klinisch gesunde Tiere)
gepoolt, homogenisiert, fur 15 Minuten bei 3.500 U/min zentrifugiert und der Uberstand
aliquotiert.

Nach erneuter einstindiger Inkubation der Platten bei Raumtemperatur unter standigem
Schitteln, wurden diese dreimalig mit PBST gewaschen. AnschlieBend wurde der mit
Peroxidase markierte Antikorper in der geeigneten Verdinnung zugegeben und die Platten
erneut wie oben beschrieben inkubiert und gewaschen. In einem letzten Schritt wurden 100
pl einer 1mM Tetramethylbenzidin (TMB)-Lésung (FLUKA, Buchs, Schweiz) in einem
Phosphat-Citrat-Puffer in jede Kavitat pipettiert und die einsetzende Farbreaktion nach einer
definierten Zeit durch die Zugabe einer 1 M H,SO, gestoppt. Die Extinktionen wurden mittels
Anthos ht(ll)-ELISA-Readers (ANTHOS LABTEC INSTRUMENTS, Wals, Osterreich) bei 450 nm
gegen 620 nm (Referenzwellenlange) gemessen. Uber die mitgefiihrte Standardkurve
konnten die ermittelten Extinktionen in die jeweiligen Einheiten umgerechnet werden.

331 Bestimmung des C-reaktiven Proteins (CRP)
Die Bestimmung des CRP erfolgte wie unter Abschnitt 3.3 beschrieben Uber einen
Zweiseitenbindungstest, der von Herrn Dr. Schroedl im Institut fir Bakteriologie und

Mykologie der Universitat Leipzig entwickelt wurde.

Tab.5: Standardprotokoll der CRP-Bestimmung

Lfd. J|[Reagenz Konz. pl - /§|Puffer Inku- Waschen

Nr. Kav. bation
Ziege-anti-CRP 3 ug/ml 10 0,1 M NaHCO, 1 h RT+S|2 x PBST
(Hund)

Proben 1:5.000 00 |JPBST, 10 mM EDTA,Jl1 h RT+S||3 x PBST
bzw. 0,1% Casein

Standard / 100 ng/mi

Titration Standard [|1:2

Ziege-anti-CRP 1:2.000 100 JPBST, 10 mM EDTA,]1 h RT+S]|3 x PBST
(Hund)-POD 0,1% Casein

TMB-Substrat 1 mM 00 J0,1 M Zitronensaure,j|10 Minuten
0,2 M Na;HPO,,
50 pl H,0,

Stopplésung 1M 50 Vorsichtig kurz schitteln!

H,SO,

Messung Bei 450 nm
der Extinktion (Referenzwellenldnge 620 nm)




Material und Methoden 36

Fangantikorper: Ziege-anti-CRP (Hund), 6 mg/ml (BETHYL LABORATORIES INC.,
Montgomery, USA)

Standard: laborinternes Standardserum Hund, 84 pg CRP/ml

markierter AK: Ziege-anti-CRP (Hund)-POD, 1 mg/ml (BETHYL LABORATORIES INC.,

Montgomery, USA)

Uber die mitgefiihrte Standardkurve konnten die Konzentrationen an CRP in pg/ml ermittelt
werden.

3.3.2 Gesamtimmunglobulinbestimmung IgA, IgG, IgM
Die Gesamtimmunglobulinbestimmung fur die Immunglobuline IgA, 1gG und IgM erfolgte

analog der unter Abschnitt 3.3 beschriebenen Arbeitsschritte Uber einen
Zweiseitenbindungstest. Die Gesamtimmunglobulinmengen wurden in mg/ml angegeben.

Tab.6: Standardprotokoll der Gesamtimmunglobulin A- Bestimmung

Lfd. J|[Reagenz Konz. pl - /§|Puffer Inku- Waschen

Nr. Kav. bation
Ziege-anti-IgA 2 pg/ml 100 §0,2 M NaHCO; 1 h RT+S|2 x PBST
(Hund)

Proben 100 JPBST,5 mM EDTA 1 h RT+S|3 x PBST
bzw.

Standard /

Titration Standard J|1:2

Ziege-anti-IgA 1:5.000 100 |PBST,5 mM EDTA 1 h RT+S|3 x PBST
(Hund)-POD

TMB-Substrat 1mM 00 J|0,1 M Zitronensaure,[|10 Minuten
0,2 M Nay,HPOQ,,
50 ul H,0,

Stopplésung Y 50 Vorsichtig kurz schitteln!

H,SO,

Messung Bei 450 nm
der Extinktion (Referenzwellenldnge 620 nm)

Fangantikorper: Ziege-anti-lgA  (Hund), 30 mg/ml (BETHYL LABORATORIES INC.,
Montgomery, USA)

Standard: Referenzserum Hund IgA, 1,5 mg/ml (BETHYL LABORATORIES INC.,
Montgomery, USA)

markierter AK: Ziege-anti-lgA (Hund)-POD, 1 mg/ml (BETHYL LABORATORIES INC.,

Montgomery, USA)
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Tab.7: Standardprotokoll der Gesamtimmunglobulin G- Bestimmung

Lfd. J|[Reagenz Konz. pl - /§|Puffer Inku- Waschen
Nr. Kav. bation
Kaninchen-anti- 1 pg/ml 100 0,1 M NaHCO; 1 h RT+S|2 x PBST
IgG (Hund)
Proben 1:1.000.000 100 |PBST,5 mM EDTA 1 h RT+S|3 x PBST
bzw.

Standard / 100 ng/mi
Titration Standard {|1:2

Kaninchen-anti- 1:10.000 100 PBST, 5 mM EDTA 1 h RT+S)|3 x PBST
IgG (Hund)

TMB-Substrat 1 mM 00 J0,1 M Zitronensaure,j|10 Minuten
0,2 M Na;HPOQ,,
50 pl H,0,

Stopplésung Y 50 Vorsichtig kurz schitteln!

H,SO,

Messung Bei 450 nm

(Referenzwellenldnge 620 nm)

Fangantikorper: Kaninchen-anti-IgG (Hund), 13,9 mg/ml (DIANOVA, Hamburg)

Standard: gereinigtes 1gG (Hund), 1,54 mg/ml (BETHYL LABORATORIES INC.,
Montgomery, USA)

markierter AK: Kaninchen-anti-lgG (Hund), 0,8 mg/ml (DiANOVA, Hamburg)
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Tab.8: Standardprotokoll der Gesamtimmunglobulin M- Bestimmung

Lfd. J|[Reagenz Konz. pl - /§|Puffer Inku- Waschen

Nr. Kav. bation
Ziege-anti-IgM 2 ug/ml 100 0,1 M NaHCO; 1 h RT+S|2 x PBST
(Hund)

Proben 100 JPBST,5mM EDTA 1 h RT+S|3 x PBST
bzw.

Standard /

Titration Standard [|1:2

Ziege-anti-IgM 1:20.000 100 JPBST,5 mM EDTA 1 h RT+S||3 x PBST
(Hund)-POD

TMB-Substrat 1 mM 00 J0,1 M Zitronensaure,j|10 Minuten
0,2 M Na;HPOQ,,
50 pl H,0,

Stopplésung Y 50 Vorsichtig kurz schitteln!

H,SO,

Messung Bei 450 nm
der Extinktion (Referenzwellenldnge 620 nm)

Fangantikorper: Ziege-anti-lgM  (Hund), 18,2 mg/ml (BETHYL LABORATORIES INC.,
Montgomery, USA)

Standard: Referenzserum Hund IgM, 1,8 mg/ml (BETHYL LABORATORIES INC.,
Montgomery, USA)

markierter AK: Ziege-anti-lgM (Hund)-POD, 1 mg/ml (BETHYL LABORATORIES INC.,

Montgomery, USA)
3.3.3 IgA-, IgG- und IgM-Bestimmungen gegen ausgewahlte Antigene

Uber einen direkten ELISA wurden wie unter Abschnitt 3.3 beschrieben die IgA-, IgG- und
IgM-Titer gegen ausgewahlte Antigene bestimmt. Die ermittelten Extinktionen wurden
anhand der Standardkurve auf Relative ELISA Einheiten (REE) normiert und diese durch die
Konzentrationen (mg/ml) des jeweiligen Gesamtimmunglobulins geteilt, so dass die
Antikorperkonzentrationen in REE/mg Gesamtimmunglobulin angegeben wurden.
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3.3.3.1 eingesetzte Antigene und Antigenpraparation

Als Antigene kamen als Vertreter der Clostridiengruppe Kulturiiberstandsproteine (KUP) von
Clostridium perfringens und Clostridium botulinum Typ C / D sowie die Phospholipase C
(PLC) von Clostridium perfringens (FLUKA, Buchs, Schweiz) zum Einsatz. Die
Antigenpraparation fir die KUP von Clostridium perfringens und Clostridium botulinum Typ C
/| D erfolgte durch Herrn Dr. Schroedl aus dem Institut fir Bakteriologie und Mykologie der
Veterinarmedizinischen Fakultat der Universitat Leipzig. Hierzu wurde ein Clostridium
perfringens-Stamm Typ A (NCTC 8237) und die Clostridium botulinum-Stamme Typ C
(Nationales Referenzzentrum fir Clostridien, Erfurt, REB 1455) und Typ D (Institut Pasteur,
Paris, Frankreich, 1873 D) in RCM-Medium fur 72 h unter anaeroben Bedingungen bei 37 T
bebritet und anschlielend bei 3.000 U/min flr 20 Minuten zentrifugiert. Nach Zugabe von
0,5 % Formalin und Inkubation tiber 24 h bei 37 T wurden die Uberstéande fiir 96 h in einem
Dialysierschlauch (NEOLAB, Heidelberg) mit einer Trenngrenze von 12 bis 14 kDa unter
standigem Rdudhren in PBS dialysiert, wobei alle 12 h der Puffer gewechselt wurde.
AnschlieRend erfolgte mit der Methode nach Warburg-Christian eine spektralphotometrische
Proteinbestimmung mit dem MBA 2.000 (Perkin Elmer Applied Biosystems, Norwalk CT,
USA).

Des Weiteren wurden die Antikorper gegen Fleischpepton (Fluka, Buchs Schweiz) als
haufiger Futterbestandteil sowie gegen Laktobazillen und Rhodotorula mucilaginosa als
Vertreter der Magenflora bestimmt.

Das Laktobazillenantigen wurde mittels der Harnstoffextraktmethode gewonnen. Hierflr
wurden die aus dem Mageninhalt isolierten Laktobazillen auf jeweils drei MRS-Platten
ausgestrichen und bei den geeigneten Bedingungen angeziichtet. Die gewachsenen
Bakterienkolonien wurden dann mit 2 bis 3 ml steriler PBS pro Platte abgeschwemmt und die
gewonnene Suspension bei 3.000 U/min fur 20 Minuten zentrifugiert. Nach zweimaligem
Waschen mit PBS, wurde die Waschflussigkeit durch eine dquivalente Menge 4 M Harnstoff
ersetzt und das Material dreimal alternierend bei —21 T eingefroren und wieder aufgetaut.
Nach erneuter Zentrifugation fiir 30 Minuten bei 3.000 U/min, wurde der Uberstand wie oben
beschrieben dialysiert und zur weiteren Einengung durch einen Zentrifugenfilter (Vivaspin
500, VWR, Berlin) mit einer PorengréRe von 5 kDA zentrifugiert. Im Anschluss erfolgte die
Proteinbestimmung wie oben beschrieben.

Die Herstellung des Rhodotorula mucilaginosa-Antigens erfolgte aus der Summe, der aus
dem Magen gewonnenen Isolate in Aqua dest.. Ein Aliquot des Antigens wurde dann zur
Ermittlung des Eiwei3gehaltes fur 20 Minuten bei 3.000 U/min zentrifugiert und der
Uberstand durch 48 stiindige Lyophyllisation eingeengt. Der verbleibende Riickstand wurde
in 1 ml PBS geldst und eine spektralphotometrische Proteinbestimmmung nach Warburg-
Christian durchgeftihrt.
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3.3.3.2 IgA-Bestimmung gegen ausgewéhlte Antigene

Nachfolgend dargestellt ist ein Standardprotokoll der IgA-Bestimmung gegen die
eingesetzten Antigene. Im Text wird lediglich auf die abweichenden Arbeitsschritte bei den
verschiedenen Antigenen eingegangen.

Tab.9: Standardprotokoll der IgA-Bestimmung gegena  usgewdhlte Antigene

pl / Puffer Inku- Waschen
bation

m o 1M NaHC03 1 h RT+S 2 X PBST

PBST, 5 mM EDTA,}{1 h RT+S 3 x PBST
20 % RCM, 2 % FKS

OO PBST 5 mM EDTA, 1hRT+S 3XPBST
2% FKS

0 1 M Zitronensaure, 15 Mmuten
0,2 M Na,HPOQOy,,
50 ul H,0,

Stopplésung Vorsichtig kurz schitteln!

H,SO,

5 Messung Bei 450 nm

. (Referenzwellenlange 620 nm)

eingesetzte Antigene: KUP Clostridium perfringens, 396 ug/ml
KUP Clostridium botulinum Typ C/ D, 1 mg/ml
PLC-Clostridium perfringens, 1 mg/ml, (FLuKA, Buchs,
Schweiz)
Fleischpepton, 50 mg/ml, (FLUKA, Buchs, Schweiz)
Harnstoffextraktantigen Laktobazillen, 1,7 mg/ml
Stressantigen Rhodotorula mucilaginosa, 120 pg/ml

Standard: Poolprobe

markierter AK: Ziege-anti-IgA (Hund)-POD, 30 mg/ml (BETHYL LABORATORIES
INC., Montgomery, USA)

Abweichend von der im Protokoll angegebenen Konzentration wurde sowohl bei der IgA-,
IgG- und IgM-Bestimmung Fleischpepton mit 6 pg/ml und das Rhodotorula mucilaginosa-
Antigen mit 0,5 pg/ml an die Platte gebunden.
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Beim eingesetzten Probenpuffer wurde bei allen Antikdrperbestimmungen gegen
Fleischpepton auf RCM-Zusatz verzichtet.

Zusétzlich wurde bei samtlichen Antikérperbestimmungen gegen das Laktobazillen- und das
Rhodotorula mucilaginosa-Antigen ein weiterer Arbeitsschritt benétigt. So wurden die Platten
nach der Antigenbeschichtung fiir 30 Minuten mit PBS und 0,2 % Top-Block ™ (SiGMma-
ALDRICH, Taufkirchen) (150 ul / Kavitat) bei Raumtemperatur inkubiert und anschliel3end
zweimal mit PBST gewaschen. Auf3erdem wurde bei diesen beiden Antigenen in den
Arbeitsschritten 2 und 3 ein vom Standardprotokoll abweichender Puffer eingesetzt: PBST, 5
mM EDTA, 5 % FKS (BIOCHROM AG, Berlin), 0,1 % Top-Block ™.

3.3.3.3 IgG-Bestimmung gegen ausgewahlte Antigene

Tab.10: Standardprotokoll der IgG-Bestimmung gegen ausgewahlte Antigene

Lfd. J|[Reagenz Konz. ul /Puffer Inku- Waschen
Nr. Kav. bation

- Lug/mi ] m 100 JJoiMNaHCO, 1 hRT+S] 2 2 x PBST]

Proben PBST, 0,1 % BSA, 1 h RT+S 3 x PBST
* h in 20 % RCM

vorinkubiert)

bzw.

Standard / X

Titration

3 Zlege -anti-lgG 1 10.000 OO PBST 0,1 % BSA 1 h RT+S||3 x PBST
(Hund) POD

TMB-Substrat 1 100 0,1 M Zitronenséaure, 15 Mlnuten
0,2 M Na;HPO,,
50 pl H,0,

Stopplésung 1M 50 Vorsichtig kurz schitteln!

H,SO,

5 Messung Bei 450 nm
der Extinktion (Referenzwellenlange 620 nm)

eingesetzte Antigene : s. Abschnitt 3.3.3.2

Standard: Poolprobe

markierter AK: Kaninchen-anti-IgG  (Hund)-POD, 13,9 mg/ml (DIANOVA,
Hamburg)

Abgesehen von den unter Abschnitt 3.3.3.2 schon beschriebenen Abweichungen
vom Standardprotokoll wurden die Proben bei der Bestimmung der Antikrpertiter gegen



Material und Methoden 42

die Laktobazillen und gegen Rhodotorula mucilaginosa in einer Verdinnung von 1:1.000
eingesetzt.

3.3.34 IgM-Bestimmung gegen ausgewahlte Antigene

Tab.11: Standardprotokoll der IgM-Bestimmung gegen ausgewahlte Antigene

ul - /jPuffer Inku- Waschen
Kav. bation

1 pg/ml 100 [[0,1 M NaHCO; 1 h RT+S|2 x PBST

2xPesT]
Proben (*2 h i 1. PBST, 0,1 % BSA, 1 h RT+S||3 x PBST
RCM vorinkubiert) 20 % RCM
bzw.
Standard / :
Titration 1:2

Ziege-anti-IgM 1: 10.000 100 |JPBST, 0,1 % BSA 1 h RT+S|3 x PBST
(Hund)-POD

TMB-Substrat 1mM 100 {0,121 M Zitronensaure, 15 Minuten
0,2 M Na,HPQOy,,
50 ul H,0,

Stopplésung 1M 50 Vorsichtig kurz schitteln!

H,SO,

Messung Bei 450 nm
der Extinktion (Referenzwellenlange 620 nm)

eingesetzte Antigene: s. Abschnitt 3.3.3.2
Standard: Poolprobe
markierter AK: Ziege-anti-IgM (Hund)-POD, 1 mg/ml, (BETHYL LABORATORIES

INC., Montgomery, USA)

Abgesehen von den unter Abschnitt 3.3.3.2 schon beschriebenen Abweichungen

vom Standardprotokoll wurden die Proben bei der Bestimmung der Antikdrpertiter gegen

die Laktobazillen und gegen Rhodotorula mucilaginosa in einer Verdinnung von 1:2.000
eingesetzt.
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3.34 Amylase-, Lipase-, Laktatbestimmung

Die Amylase-, Lipase- und Laktatbestimmung erfolgte im Labor der Klinik fur Kleintiere der
Veterinarmedizinischen Fakultat der Universitat Leipzig mittels des Vitros Chemistry systems
(ORTHO-CLINICAL-DIAGNOSTICS GMBH, Neckargemiind).

Hierbei wurden lediglich die in der Klinik fir Kleintiere entnommenen Blutproben der Tiere
mit MMS sowie die Proben der Kontrolltiere des Apomorphinversuches untersucht.

3.4 Fragebogen

Zur Erhebung pradisponierender Faktoren und zur besseren Charakterisierung des
Patientengutes wurde ein Fragebogen (s. Anhang S.166) an die Besitzer der Tiere mit MMS
verschickt sowie Zuchtverbande groRwiichsiger Hunderassen zur Mitarbeit aufgefordert. Am
Ende des Untersuchungszeitraumes standen 90 Fragebtgen von Hunden mit MMS sowie
190 Fragebdgen grolRwichsiger Hunderassen ohne MMS zur Auswertung zur Verfigung.

Bei der Erhebung des Fragebogens wurden neben allgemeinen Parametern wie Rasse, Alter
und Geschlecht, bestehende Vorerkrankungen mit speziellem Augenmerk auf
gastrointestinale Stérungen sowie vorangegangene Antibiotikumgaben eruiert. Des Weiteren
wurden die zeitlichen Zusammenhé&nge zwischen Auftreten der ersten Symptome und der
letzten Fltterung und die Dauer von den ersten Symptomen bis zur Vorstellung in der Klinik
abgefragt sowie Fragen zum Fitterungsmanagement und zum Charakter des Tieres gestellt.
Die gewonnenen Angaben wurden mit einem Zahlenschliissel codiert und statistisch
ausgewertet.

3.5 Biostatistische Auswertung

Die vorliegenden Ergebnisse wurden mit dem Statistikprogrammpaket SPSS 11.5 (SPSS
SOFTWARE GMBH MUNCHEN) statistisch bearbeitet. Die Prifung auf Normalverteilung der
Werte erfolgte mit dem SHAPIRO-WILKS-Test. Fur Untersuchungsparameter, die eine
signifikante Abweichung von der Normalverteilung aufwiesen, wurde der Median sowie das
1. und 3. Quartil berechnet. Zur weiteren statistischen Bearbeitung wurden verteilungs-
unabhangige Prufverfahren angewendet. So erfolgte die Signifikanzprifung zwischen den
untersuchten Gruppen mit dem U-Test nach MANN-WHITNEY.

Fur normalverteilte Untersuchungsparameter (Logarithmustransformation der KbE pro ml FM
und pH-Wert im Mageninhalt) wurden als statistische MalR3zahlen der arithmetische Mittelwert
und die Standardabweichung erhoben. Die Prufung auf Signifikanz zwischen den Gruppen
erfolgte mit dem LEVENE-Test und dem T-Test.

Die Haufigkeiten wurden mit dem chi®>-Test nach PEARSON bzw. dem FISHER-Test gepriift.
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4 Ergebnisse
4.1 Untersuchungen Mageninhalt
4.1.1 pH-Wert

Die Tiere mit MMS wiesen im Mageninhalt im Vergleich zu den gesunden Kontrolltieren
signifikant hohere pH-Werte auf (p< 0,05). So lag der durchschnittliche pH-Wert (X + s) der
erkrankten Tiere bei 4,7 £ 0,9, wahrend die Kontrollgruppe einen Wert von 3,1 + 0,9 aufwies
(s. Abb.5). Beim Vergleich der Tiere, die lebend aus der Klinik entlassen werden konnten,
und den verstorbenen Tieren, wurde kein signifikanter Unterschied im pH-Wert der
Mageninhalte festgestellt (s. Abb.6).

Abb.5 Abb.6
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Abb.5: Gruppenvergleich pH-Wert Mageninhalt, Mittel ~ wert und Standardabweichung
Abb.6: Outcomevergleich pH-Wert Mageninhalt, Mittel ~ wert und Standardabweichung

41.2 Quantitative bakteriologische Untersuchung

Die ermittelten Keimzahlen sind als Mittelwert des dekadischen Logarithmus pro g
Feuchtmasse (FM) * Standardabweichung (X + s) angegeben.

41.2.1 Aerobe und anaerobe GKZ

In 10 der 13 Proben der Kontrollgruppe (76,9%) sowie in 28 der 30 Proben der Tiere mit
Magendrehung (93,3%) konnten aerob wachsende Keime nachgewiesen werden. Die
ermittelten Keimzahlen lagen hierbei bei den erkrankten Tieren mit 3,97 £ 1,08 Keimen pro g
FM geringflugig Uber den Werten der Kontrollgruppe. Bei den Kontrolltieren konnte ein
durchschnittlicher Wert von 3,43 = 1,04 Keimen pro g FM ermittelt werden (p = 0,179) (s.
Abb.7). Die Bakterienpopulation setzte sich sowohl in der Kontrollgruppe als auch in der
Gruppe der erkrankten Tiere vorwiegend aus grampositiven Stdbchen zusammen. Des
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Weiteren lieBen sich vereinzelt grampositive aerobe Sporenbildner und gramnegative
Stabchen isolieren. Wahrend sich bei den Tieren mit Magendrehung in 13 der 30 Proben
(43,3%) grampositive Kokken nachweisen lieRen, konnten diese in der Kontrollgruppe
lediglich aus einer der 13 Proben (7,7%) isoliert werden. Bei den grampositiven Kokken der
Tiere mit MMS handelt es sich in 7 Féllen um Keime aus der Familie der Streptococcaceae,
je 2 Mal konnten Staphylokokken und Mikrokokken nachgewiesen werden.

Bei den Tieren, die nach drei Tagen lebend aus der Klinik entlassen wurden, konnten in 23
der 25 (92,0%) und bei den verstorbenen Tieren in allen funf Fallen (100%) aerob
wachsende Keime angezichtet werden. Wahrend die (dberlebenden Tiere eine
durchschnittliche aerobe GKZ von 3,83 + 1,02 Keimen pro g FM aufwiesen, wurden flr die
verstorbenen Tiere Werte von 4,63 + 1,19 Keimen pro g FM (p = 0,135) ermittelt (s. Abb.8).
Unterschiede in der Keimzusammensetzung zwischen den beiden Gruppen lie3en sich nicht
feststellen.
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Abb.7: Gruppenvergleich aerobe GKZ
Abb.8: Outcomevergleich aerobe GKZ

Anaerob wachsende Keime konnten aus 11 der 13 Proben der Kontrollgruppe (84,6%) sowie
28 der 30 Proben der Tiere mit MMS (96,7%) isoliert werden. Die durchschnittlich ermittelten
Werte der anaeroben GKZ betrugen in der Kontrollgruppe 4,06 + 1,41 und in der Gruppe der
Hunde mit MMS 4,4 + 1,19 Keime pro g FM (p = 0,453) (s. Abb.9). Bei den isolierten Keimen
handelte es sich sowohl in der Kontrollgruppe als auch in der Gruppe der erkrankten Tiere
vorwiegend um grampositive, fakultativ anaerobe Erreger. Zudem lieBen sich strikt
anaerobe, grampositive Stabchen, hierunter auch einige Sporenbildner, fakultativ anaerobe,
gramnegative Stabchen, strikt anaerobe gramnegative Stadbchen sowie grampositive Kokken
isolieren. Kokken konnten in der Gruppe der Tiere mit MMS in 14 der 30 Proben (46,7%) und
in der Kontrollgruppe in 3 der 13 Proben (23,1%) festgestellt werden. In der Gruppe der Tiere
mit MMS handelt es sich 6-mal um Staphylokokken, 10-mal um Keime aus der Familie der
Streptococcaceae, sowie um 2 nicht naher klassifizierte Keime. In 4 Féllen war eine
Besiedlung sowohl mit Staphylo- als auch mit Streptococcaceae zu verzeichnen. In der
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Kontrollgruppe war in 2 Fallen eine Doppelbesiedlung von Staphylokokken und
Streptokokken, sowie einmal nur mit Streptokokken festzustellen.

Bei den uberlebenden Tieren konnten in 23 von 25 (92,0%) und in der Kontrollgruppe in allen
funf Fallen (100%) anaerobe Keime nachgewiesen werden. Die durchschnittliche anaerobe
Gesamtkeimzahl lag hierbei in der Gruppe der verstorbenen Tiere mit 5,06 + 1,38 Keimen
pro g FM geringfugig Uber dem Wert der Kontrollgruppe, die einen anaerobe GKZ von 4,26 +
1,13 Keimen pro g FM aufwies (s. Abb.10). Der Unterschied konnte jedoch nicht statistisch
abgesichert werden (p = 0,175).

Abb. 9 Abb.10

Mittelwertlog 10/9 FM
w

Mittelwertlog 10/9 FM
w

=3 Kontrollgruppe (n = 11/13) =23 Uberlebende Tiere (n = 23/25)
mmmm Tiere mit MMS (n = 28/30) mmmm verstorbene Tiere (n = 5/5)

Abb.9: Gruppenvergleich anaerobe GKZ
Abb.10: Outcomevergleich anaerobe GKZ
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41.2.2 Gramnegative aerobe GKZ

Auf dem Wasserblau-Metachromgelb-Agar nach Gassner wurden in vier Proben der
Kontrollgruppe (30,8%) und in zwolf Proben der Tiere mit MMS (40,0%) gramnegative
aerobe Keime nachgewiesen. Hierbei wies die Kontrollgruppe im Mittel Werte von 3,62 +
1,64 Keimen pro g FM auf. In der Gruppe der erkrankten Tiere lagen die ermittelten Werte
bei 2,89 £ 0,51 Keimen pro g FM (p = 0,441) (s. Abb.11). Wahrend sich in der Gruppe der
Tiere mit Torsio ventriculi neben den dominierenden Escherichia coli (6-mal), noch
Enterobacter spp. (3-mal), Shigellen spp. (2-mal), Citrobacter ssp. (1-mal) und Serratia spp.
(1-mal) isolieren lieRen, fand man in der Kontrollgruppe Vertreter der Enterobacter spp. (2-
mal), Serratia spp. (2-mal), Alcaligenes spp. (1-mal) sowie Escherichia coli (1-mal).

Bei den Uberlebenden Tieren konnten aus 9 der 25 Proben (36,0%) und in der Gruppe der
verstorbenen Tiere aus 3 der 5 Proben (60,0%) gramnegative aerobe Erreger isoliert
werden, wobei die ermittelten Keimkonzentrationen sich nicht unterschieden (p = 0,543) (s.
Abb.12).

Abb.11 Abb.12
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Abb.11: Gruppenvergleich gramnegative aerobe GKZ
Abb.12: Outcomevergleich gramnegative aerobe GKZ

4.1.2.3 Bifidobakterien

Weder in der Gruppe der erkrankten Tiere noch in der Kontrollgruppe konnten
Bifidobakterien im Mageninhalt nachgewiesen werden.

41.2.4 Laktobazillen

Aus dem Mageninhalt der Tiere der Kontrollgruppe konnten aus funf Proben (38,5%)
Laktobazillen in einer durchschnittlichen Keimkonzentration von 3,54 + 0,96 Keimen pro g
FM isoliert werden. Die Proben der Hunde mit MMS wiesen bei 14 der 30 Tiere (46,7%)
Laktobazillen in Konzentrationen von 4,26 + 1,80 Keimen pro g FM auf (p = 0,411)
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(s. Abb.13). Bei den uberlebenden Tieren wurden in 10 der 25 Proben (40%) und bei den
Verstorbenen in 4 der 5 Proben (80%) Laktobazillen gefunden. Die Keimzahl lag bei den
Uberlebenden Hunden bei durchschnittlich 4,40 + 1,69 Keimen pro g FM, bei den
verstorbenen Tieren bei 3,92 + 2,28 Keimen pro g FM (p = 0,672) (s. Abb.14).

Abb.13 Abb.14
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Abb.13: Gruppenvergleich Laktobazillen
Abb.14: Outcomevergleich Laktobazillen

41.2.5 Bacteroides-Spezies

Bacteroides-Spezies konnten weder aus dem Mageninhalt erkrankter Tiere noch aus den
Proben gesunder Kontrolltiere isoliert werden.

41.2.6 Enterokokken

Wahrend sich in der Kontrollgruppe lediglich in einer Probe der Mageninhalte Enterokokken
in einer Konzentration von 2,00 Keimen pro g FM nachweisen lieRen (7,7%), konnten aus
funf Proben der Tiere mit MMS Enterokokken isoliert werden (16,7%). Die durchschnittliche
Keimkonzentration lag in dieser Gruppe bei 3,64 £ 0,79 Keimen pro g FM (p = 0,13)
(s. Abb.15). Bei den Uuberlebenden Tieren konnte eine Nachweishaufigkeit von 16 %
gegenuber 20 % bei den verstorbenen Tieren festgestellt werden (s. Abb.16). Die
Keimkonzentration der Uberlebenden Hunde wies im Mittel einen Wert von 3,98 + 0,29
Keimen pro g FM auf, wahrend die Konzentration der Enterokokken des verstorbenen Tieres
2,3 Keime pro g FM betrug.
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Abb.15 Abb.16
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Abb.15: Gruppenvergleich Enterokokken
Abb.16: Outcomevergleich Enterokokken

41.2.7 Clostridium perfringens

Der Nachweis von Clostridium perfringens gelang in drei Proben der Kontrollgruppe (23,1%)
sowie in funf Proben der erkrankten Tiere (16,7%). Die ermittelten Keimkonzentrationen
lagen hierbei bei der Kontrollgruppe bei 3,03 + 0,48 Keimen pro g FM, wahrend in der
Gruppe der Tiere mit MMS Werte von 3,83 + 1,1 Keimen pro g FM ermittelt wurden
(p = 0,283) (s. Abb.17). Bei den Tieren, die lebend aus der Klinik entlassen werden konnten,
wurde in 4 der 25 Proben (16,0%) Clostridium perfringens in Konzentrationen von 3,37 *
0,44 Keimen pro g FM nachgewiesen. In der Gruppe der verstorbenen Tiere konnte aus
einer Probe (20,0%) Clostridium perfringens in einer Konzentration von 5,67 Keimen pro g
FM isoliert werden.
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Abb.17: Gruppenvergleich Clostridium perfringens
Abb.18: Outcomevergleich Clostridium perfringens
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41.2.8 Andere Clostridienspezies

In der Gruppe der Tiere mit MMS konnten neben den Clostridium perfringens-Isolaten noch
in drei Proben weitere anaerobe Sporenbildner isoliert werden. Ein Isolat, das in einer
Konzentration von 2x10° Keimen vorlag, konnte aufgrund seiner biochemischen Merkmale
als Clostridium bifermentans identifiziert werden. Die zwei anderen Isolate, darunter ein
Schwarmer mit terminal auftreibender Spore und ein Keim mit subterminal auftreibender
Spore (1x10%), konnten durch die bunte Reihe nicht naher identifiziert werden.

In der Kontrollgruppe konnten in funf Mageninhaltsproben sechs Isolate anaerober
Sporenbildner isoliert werden. Die ermittelte Keimkonzentration schwankte hierbei zwischen
1x10° und 6x10* Keimen pro g FM. Eine genaue Speziesdiagnose aufgrund der
biochemischen Stoffwechselleistungen war bei keinem der Isolate moglich.

4.1.2.9 Hefen

Fur die Hefen wurde ein signifikanter Unterschied in der Nachweishaufigkeit festgestellt (p =
0,001). So konnten aus keiner Mageninhaltsprobe der Kontrollgruppe Hefen angeziichtet
werden, wahrend sie sich aus 17 der 30 Proben der erkrankten Tiere (56,7%) in
Keimkonzentrationen von 3,48 + 0,71 Keimen pro g FM isolieren lieRen (s. Abb.19). Die
Nachweisgrenze lag bei 10> Keimen pro g FM. Bei den Hefen handelte es sich bei 15
Isolaten um Rhodotorula mucilaginosa, 3-mal konnte Candida parapsilosis, und je 1-mal
Trichosporon ovoides und Malassezia pachydermatis nachgewiesen werden, wobei bei funf
Tieren eine Doppelbesiedlung mit zwei verschiedene Isolaten vorlag. Zwei Isolate wuchsen
nicht mehr an, so dass sie nicht sequenziert werden konnten.

In der Gruppe der Uberlebenden Tiere konnten in 14 der 25 Proben (56,0%) und bei den
verstorbenen in 3 der 5 Proben (60,0%) Hefen nachgewiesen werden. Die ermittelten
Keimkonzentrationen zeigten mit 3,50 + 0,63 Keimen pro g FM in der Gruppe der
Uberlebenden zu 3,35 + 1,18 Keimen pro g FM in der Gruppe der verstorbenen Tieren
keinen signifikanten Unterschied (p = 0,744) (s. Abb.20).
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Abb.19: Gruppenvergleich Hefen
Abb.20: Outcomevergleich Hefen

4.1.3 Botulinumneurotoxinanreicherung

In der Gruppe der erkrankten Tiere war in drei Proben (10,0%) ein indirekter Nachweis von
C. botulinum mdglich. Bei zwei Tieren wurde jeweils in der unerhitzten Probe C. botulinum D
in GréRenordnungen von 25,3 bzw. 29,4 REE/g Mageninhalt indirekt detektiert. Bei einem
weiteren Tier lieRen sich in der unerhitzten Probe 15,9 REE/g C. botulinum B sowie in der
erhitzten Proben 14,2 REE/g C. botulinum C nachweisen.

In der Kontrollgruppe gelang in einer der Proben ein indirekter Botulinumnachweis (7,7%).
Hierbei wurden 15,0 REE C. botulinum D /g Ingesta in der unerhitzten Probe festgestellt.

41.4 Quantitative Clostridienanalytik (MPN-Verfahren)

In der Kontrollgruppe konnten in vier Mageninhaltsproben Clostridien nachgewiesen werden
(33,3%). Je zwei der Proben wiesen Clostridiengehalte in einer GréRenordnung von 10? bzw.
10° Keimen pro ml auf. Aus Ausstrichen der jeweiligen Verdiinnungsstufen lieBen sich nur
Clostridium perfringens-Isolate anziichten.

In der Gruppe der erkrankten Tiere waren in sieben der drei3ig Proben Clostridien
nachzuweisen (23,3%). Hierbei zeigten drei Proben Clostridienkonzentrationen bis zu 10"
Keime pro ml. Je eine Probe enthielt Clostridien bis zu 10% bzw. 10° Keime pro ml sowie zwei
Proben bis zu 10° Keime pro ml. Bis auf eine Ausnahme gehérte keines der Isolate, die aus
den Anreicherungen der Tiere mit Magendrehung gewonnen werden konnten, zur Spezies
Clostridium perfringens. Eine genaue Speziesdiagnose anhand ihrer biochemischen
Eigenschaften war nicht méglich.
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415 Fettsduremuster der Mageninhaltsproben

Die Konzentrationen an kurzkettigen Fettsduren (FS) werden als Median und 1. sowie 3.
Quartil in umol/g Mageninhalt angegeben. Des Weiteren sind die molaren Relationen der FS
in % aufgefuhrt. Die Gesamtfettsauren (Gesamt-FS) setzen sich aus der Summe von Acetat,
Propionat, Butyrat, iso-Butyrat, Valerianat, iso-Valerianat, sowie Hexanat zusammen. Zur
Vereinfachung der Ergebnisse wurden das iso-Butyrat, das iso-Valerianat und das Hexanat
als andere FS zusammengefasst. Die Ergebnisse zeigen, dass die Zusammensetzung des
Fettsduremusters im Mageninhalt der Tiere mit MMS im Vergleich zu den Kontrolltiere
signifikante Unterschiede aufwies. So konnten signifikant héhere Werte (p< 0,05) an Acetat,
Butyrat und Gesamt-FS in den Proben der Tiere mit MMS festgestellt werden (s. Tab.12).
Bei den molaren Verhéltnissen zeigte sich bei den erkrankten Tieren im Vergleich zur
Kontrollgruppe eine deutliche Verschiebung vom Propionat zugunsten des Acetats. Andere
FS bildeten bei den Tieren mit Magendrehung nur noch einen sehr geringen prozentualen
Anteil an den Gesamt-FS aus.

Tab.12: Fettsauremuster der Mageninhaltsproben, Med  ian und 1. sowie 3. Quartil

umol/g 0,06 0,23 0,06 0,23 0,83
KG (0,00-3,06) || (0,12-0,42) | (0,00-0,13) | (0,12-0,42) || (0,12-5,89)
Molare Rel.% 30,3 51,5 3.1 6,7
Tiere mit Hmol/g 6,79 * 0,30 0,19 * 0,05 7,14 %
MMS (2,88-14,30) || (0:20-065) [ (0,05-1,05) | (0.00-0.12) | (3 52.18 55)
Molare Rel.% 85,3 6,4 4,5 1,5
*p< 0,05
4.1.6 Laktatgehalt

Der Laktatgehalt der Mageninhaltsproben wird als Median und 1. sowie 3. Quartil in umol/ml
angegeben. Der Median der Laktatwerte lag bei den erkrankten Tieren mit 2,80 (0,61-5,13)
pumol/ml gegeniber 0,30 (0,06-3,15) pmol/ml Uber den Werten der Kontrollgruppe, der
Unterschied war aber mit einem p = 0,105 nicht statistisch signifikant.
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4.2 Serologische Untersuchungen
Die serologischen Ergebnisse werden als Median und 1. sowie 3. Quartil dargestellt.
42.1 Bestimmung des C-reaktiven Proteins (CRP)

Die Bestimmung des CRP ergab signifikant hohere Werte in den praoperativen Blutproben
der Tiere mit MMS im Vergleich zur Kontrollgruppe (p< 0,05). So lag der Median der Tiere
mit MMS bei 19,89 (3,48-77,62) pg/ml, wahrend die Hunde der Kontrollgruppe einen Wert
von 2,32 (1,26-5,52) ug/ml aufwiesen (s. Abb.21). Beim Vergleich des Outcome zeigten die
verstorbenen Hunde mit 35,72 (9,43-67,10) pg/ml tendenziell hbhere CRP-Konzentrationen
als die Uberlebenden Tiere, deren CRP-Konzentration bei 7,17 (2,28-79,7) ug/ml lag. Dieses
Ergebnis war mit einem p = 0,20 aber nicht statistisch signifikant (s. Abb.22).

Abb. 21 Abb.22
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Abb.21: Gruppenvergleich C-reaktives Protein
Abb.22: Outcomevergleich C-reaktives Protein

4.2.2 Gesamtimmunglobulinbestimmung IgA, IgG, IgM

Die Gesamtimmunglobulinkonzentrationen sind in mg/ml angegeben. Nach TIZARD (1996)
liegen die Referenzbereiche fir den Hund fur das Gesamt-lgG bei 10-20 mg/ml, fir das
Gesamt-IgM bei 0,7-2,7 mg/ml sowie fur das Gesamt-IgA bei 0,2-1,5 mg/ml.

Wie in Abbildung 23 zu erkennen ist, wiesen die Hunde mit MMS mit einem Median von 1,89
(1,19-3,56) mg IgA/ml einen signifikant hoheren Wert als die Kontrolltiere (p< 0,05) auf. Bei
diesen Hunden konnte ein Median von 0,92 (0,57-1,77) mg IgA/ml gemessen werden. Im
Vergleich der Uberlebenden und der verstorbenen Tiere wurde kein signifikanter Unterschied
festgestellt (p = 0,351). So lag die Gesamtimmunglobulin A-Konzentration der Uberlebenden
Hunde bei 2,11 (1,5-4,46) mg/ml, wahrend die verstorbenen Tiere eine Konzentration von
2,95 (2,44-4,56) mg/ml aufwiesen (s. Abb.24).



Ergebnisse

54

Abb.23 Abb.24
12 12
[ ]
10 ° 10
i s i
_° : . _ 8
E 6 . E
~ ~ ' 6
g . T £
4 . 4
$
2 1 2 1
0 @ (]
*p< 0,05 0
Kontrollgruppe Tiere mit MMS
(n=116) (n=102)

Abb.23: Gruppenvergleich Gesamtimmunglobulin A
Abb.24: Outcomevergleich Gesamtimmunglobulin A
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Fur das Gesamtimmunglobulin G zeigten die Tiere mit MMS mit einem Wert von 12,57 (9,34-
15,16) mg/ml signifikant niedrigere Werte als die Kontrollgruppe (p< 0,05). Bei dieser konnte
ein Wert von 15,59 (10,92-22,63) mg/ml gemessen werden (s. Abb.25). Beim Vergleich der
Uberlebenden und der verstorbenen Tiere konnte ebenfalls ein signifikanter Unterschied
festgestellt werden (p< 0,05). Der Wert der verstorbenen Tiere lag mit 15,02 (13,8-24,29)
mg/ml signifikant tber dem Wert der tberlebenden Hunde, bei denen eine Konzentration von
12,58 (9,66-16,41) mg/ml registriert wurde (s. Abb.26).
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Abb.25: Gruppenvergleich Gesamtimmunglobulin G
Abb.26: Outcomevergleich Gesamtimmunglobulin G
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Fur die Gesamtimmunglobulin M-Konzentration konnte kein signifikanter Unterschied
zwischen den verschiedenen Gruppen festgestellt werden (s. Abb.27 und 28). Die Tiere mit
MMS wiesen mit 2,86 (1,98-4,11) mg/ml einen vergleichbaren Wert auf wie die
Kontrollgruppe, deren Wert bei 2,78 (2,20-3,76) mg/ml lag (p = 0,97). Die Werte fur die
Uberlebenden bzw. die verstorbenen Tiere wurde mit 3,16 (2,08-4,14) mg/ml versus 2,13
(1,71-5,87) mg/ml gemessen (p = 0,634).
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Abb.27: Gruppenvergleich Gesamtimmunglobulin M
Abb.28: Outcomevergleich Gesamtimmunglobulin M

4.2.3 IgA-, 1IgG- und IgM-Bestimmung gegen ausgewahlte Antigene

Die IgA- 1gG- und IgM-Bestimmungen gegen ausgewahlte Antigene sind als REE/mg des
jeweiligen Gesamtimmunglobulins angegeben. Die exakten Zahlenwerte (Median und 1.
sowie 3. Quartil) der Immunglobulintiter gegen die ausgewdahlten Antigene konnen den
Tabellen 36 und 37 im Anhang (s. S.162 / 163) entnommen werden.

4.2.3.1 IgA-Bestimmung gegen ausgewahlte Antigene
Die REE/mg IgA-anti-C.perfringens lagen bei den Tieren mit MMS signifikant unter den REE

der Kontrollgruppe (s. Abb.29). Ein signifikanter Unterschied zwischen den Uberlebenden
und den verstorbenen Tieren konnte nicht festgestellt werden (s. Abb.30).
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Abb.29: Gruppenvergleich IgA-anti- C.perfringens-KUP
Abb.30: Outcomevergleich IgA-anti- C.perfringens-KUP

Fur IgA-anti-C.botulinum Typ C/D konnten signifikant niedrigere Werte bei den Tieren mit
MMS im Vergleich zu den Kontrolltieren gemessen werden (p< 0,05) (s. Abb.31). Die
Uberlebenden Tiere zeigten keinen signifikanten Unterschied zu den verstorbenen Hunden

(s. Abb.32).
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Abb.31: Gruppenvergleich IgA-anti- C.botulinum Typ C/D-KUP
Abb.32: Outcomevergleich IgA-anti- C.botulinum Typ C/D-KUP

Bei den Tieren mit MMS wurden im Vergleich zu den Kontrolltieren signifikant niedrigere
Werte an IgA-anti-PLC in REE/mg gemessen (p< 0,05) (s. Abb.33). Das IgA-anti-PLC der
uberlebenden und verstorbenen Hunde lag in vergleichbaren Bereichen (p= 0,323) (s.
Abb.34).
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Abb.33: Gruppenvergleich IgA-anti-PLC-  C.perfringens
Abb.34: Outcomevergleich IgA- anti-PLC-  C.perfringens

Bei der Untersuchung auf IgA-anti-Fleischpepton in REE/mg fielen im Vergleich zu den
Kontrolltieren signifikant niedrigere Werte bei den Tieren mit MMS auf (p< 0,05) (s. Abb.35).
Zwischen den Tieren, die lebend aus der Klinik entlassen werden konnten, und den
verstorbenen Tieren konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt werden (s. Abb.36).
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Abb.35: Gruppenvergleich IgA-anti-Fleischpepton
Abb.36: Outcomevergleich IgA-anti-Fleischpepton

Bei der Untersuchung auf IgA-anti-Rhodotorula mucilaginosa in REE/mg wurde weder im
Vergleich der Kontrollgruppe zu den Tieren mit MMS (p = 0,062) noch zwischen den
Uberlebenden und den verstorbenen Hunden ein signifikanter Unterschied festgestellt (s.
Abb.37 und 38).
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Abb.37: Gruppenvergleich IgA-anti- Rhodotorula mucilaginosa
Abb.38: Outcomevergleich IgA-anti- Rhodotorula mucilaginosa

Bei den Tieren mit MMS konnten signifikant niedrigere Werte an REE IgA-anti-Laktobazillen
festgestellt werden als in der Kontrollgruppe (p< 0,05). Die Uberlebenden Tiere zeigten
keinen signifikanten Unterschied zu den verstorbenen Tieren (s. Abb.40).
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Abb.39: Gruppenvergleich IgA-anti-Laktobazillen
Abb.40: Outcomevergleich IgA-anti-Laktobazillen
4.2.3.2 IgG-Bestimmung gegen ausgewahlte Antigene

Bei der Bestimmung des IgG-anti-C.perfringens wurden signifikant niegrigere Werte in der
Gruppe der Tiere mit MMS im Vergleich zur Kontrollgruppe festgestellt (p< 0,05) (s. Abb.41).
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Im Vergleich der Uberlebenden und der verstorbenen Tiere unterschieden sich die Werte
nicht signifikant (s. Abb.42).
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Abb.41: Gruppenvergleich IgG-anti- C.perfringens-KUP
Abb.42: Outcomevergleich IgG-anti- C.perfringens-KUP

Die Bestimmung der REE IgG-anti-C.botulinum Typ C/D erbrachte weder im Vergleich
Kontrollgruppe zu Tieren mit MMS noch zwischen den Uberlebenden und verstorbenen
Hunden einen signifikanten Unterschied (s. Abb.43 und 44).
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Abb.43: Gruppenvergleich IgG-anti  -C.botulinum Typ C/D-KUP
Abb.44: Outcomevergleich IgG-anti  -C.botulinum Typ C/D-KUP
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Sowohl der Gruppenvergleich als auch der Vergleich der Uberlebenden und verstorbenen
Tiere zeigten keinen signifikanten Unterschied bei der Untersuchung auf IgG-anti-PLC von

C.perfringens (s. Abb.45 und 46).
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Abb.45: Gruppenvergleich IgG-anti-PLC- C.perfringens
Abb.46: Outcomevergleich IgG-anti-PLC- C.perfringens

Die Antikorpertiter IgG-anti-Fleischpepton lagen in der Kontrollgruppe in @hnlichen Bereichen
wie die Werte der Tiere mit MMS (p = 0,163) (s. Abb.47). Bei den Uberlebenden Tieren
zeigte sich im Vergleich zu den verstorbenen Tieren ebenso kein signifikanter Unterschied (s.

Abb.48).
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Abb.47: Gruppenvergleich 1gG-anti-Fleischpepton
Abb.48: Outcomevergleich IgG-anti-Fleischpepton
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Beim Gruppenvergleich IgG-anti-Rhodotorula mucilaginosa wurden signifikant hohere
REE/mg 1gG bei den Tieren mit MMS festgestellt (p< 0,05) (s. Abb.49). Im Vergleich der
Uberlebenden gegen die verstorbenen Tiere ergab sich kein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen beiden Gruppen (s. Abb.50).
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Abb.49: Gruppenvergleich IgG-anti- Rhodotorula mucilaginosa
Abb.50: Outcomevergleich IgG-anti- Rhodotorula mucilaginosa

Bei der Bestimmung der REE pro mg IgG-anti-Laktobazillen konnten im Vergleich zu den
Kontrolltieren signifikant hdhere Werte bei den Tieren mit MMS detektiert werden (p< 0,05).
Zwischen den (berlebenden und den verstorbenen Tieren konnte kein signifikanter
Unterschied ermittelt werden (s. Abb.52).
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Abb.51: Gruppenvergleich IgG-anti-Laktobazillen
Abb.52: Outcomevergleich IgG-anti-Laktobazillen
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4.2.3.3 IgM-Bestimmung gegen ausgewahlte Antigene

Die Bestimmung der REE IgM-anti-C.perfringens erbrachte einen signifikanten Unterschied
zwischen den Tieren mit MMS und der Kontrollgruppe (p< 0,05). So lagen die Antikdrpertiter
der Tieren mit MMS signifikant unter den Werten der Kontrollgruppe (s. Abb.53). Zwischen
den Uberlebenden Tieren und den verstorbenen Tieren konnte kein signifikanter Unterschied
festgestellt werden (s. Abb.54).
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Abb.53: Gruppenvergleich IgM-anti- C.perfringens-KUP
Abb.54: Outcomevergleich IgM-anti- C.perfringens-KUP
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Im Vergleich der Tiere mit MMS und den Kontrolltieren lagen die REE IgM-anti-C.botulinum
C/D in der Gruppe der Tiere mit MMS signifikant unter den Werten der Kontrollgruppe (p<
0,05) (s. Abb.55). Zwischen den verstorbenen und den uberlebenden Hunden konnte kein

signifikanter Unterschied festgestellt werden (s. Abb.56).
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Abb.55: Gruppenvergleich IgM-anti- C.botulinum Typ C/D-KUP
Abb.56: Outcomevergleich IgM-anti- C.botulinum Typ C/D-KUP

Sowohl der Gruppenvergleich Kontrollgruppe gegen Tiere mit MMS als auch der
Outcomevergleich Uberlebende gegen verstorbene Tiere ergab keinen signifikanten
Unterschied fUr die Bestimmung des IgM-anti-PLC von Clostridium perfringens (s. Abb 57

und 58).
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Abb.57: Gruppenvergleich IgM-anti-PLC- C.perfringens
Abb.58: Outcomevergleich IgM-anti-PLC- C.perfringens
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Die Tiere mit MMS wiesen signifikant niedrigere REE IgM-anti-Fleischpepton als die
Kontrollgruppe auf (p< 0,05) (s. Abb.59). Der Vergleich zwischen den lUberlebenden und den
verstorbenen Tieren erbrachte keinen signifikanten Unterschied (s. Abb.60).
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Abb.59: Gruppenvergleich IgM-anti-Fleischpepton
Abb.60: Outcomevergleich IgM-anti-Fleischpepton

In der Gruppe der Tiere mit MMS waren im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant
niedrigere REE IgM-anti-Rhodotorula mucilaginosa festzustellen (p< 0,05) (s. Abb.61). Die
Antikorpertiter der Uberlebenden und verstorbenen Tiere wiesen keinen signifikanten

Unterschied auf (s. Abb.62).
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Abb.61: Gruppenvergleich IgM-anti- Rhodotorula mucilaginosa
Abb.62: Outcomevergleich IgM-anti- Rhodotorula mucilaginosa
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Beim Titervergleich IgM-anti-Laktobazillen zeigten die Tiere mit MMS signifikant niedrigere
Werte als die Kontrollgruppe (p< 0,05) (s. Abb.63). Beim Vergleich des Outcome war
zwischen den Uberlebenden und den verstorbenen Tieren kein signifikanter Unterschied

auffallig.
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Abb.63: Gruppenvergleich IgM-anti-Laktobazillen
Abb.64: Outcomevergleich IgM-anti-Laktobazillen
4234 Weitere Vergleiche zu Rhodotorula mucilaginosa

Da in der bakteriellen Untersuchung des Mageninhaltes ein signifikanter Unterschied in der
Nachweishaufigkeit der Hefen zwischen den Kontrolltieren und den Tieren mit MMS
festzustellen war, wird hier noch eine weitere vergleichende Untersuchungen zu Rhodotorula
mucilaginosa durchgefiihrt. So werden gruppenunabhangig die Titer Rhodotorula positiver
Tiere, also Tieren bei denen Rhodotorula mucilaginosa im Mageninhalt nachgewiesen
werden konnte (15 Tiere), Rhodotorula negativen Tieren (28 Tieren) gegenulbergestellt.

Im Vergleich der REE IgA-anti-Rhodotorula mucilaginosa (s. Abb.65) wiesen die Tiere mit
einem positiven Rhodotorulanachweis im Mageninhalt (32,88 (19,00-72,05)) signifikant
hohere REE/mg IgA auf als die Rhodotorula negativen Tiere (20,10 (14,99-30,17)) (p< 0,05).
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Abb.65: IgA-anti- Rhodotorula mucilaginosa
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Beim Vergleich des IgG-anti-Rhodotrula mucilaginosa konnten in der Gruppe der Tiere mit
positivem Rhodotorulanachweis mit 4,75 (2,54-11,73) signifikant hohere REE/mg IgG
festgestellt werden (p< 0,05) als bei den Tieren ohne Rhodotorulanachweis (2,73 (1,55-

4,42)) (s. Abb.66).

Abb.66: IgG-anti- Rhodotorula mucilaginosa
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Der Vergleich des IgM-anti-Rhodotorula mucilaginosa erbrachte keinen signifikanten
Unterschied zwischen den Rhodotorula positiven und Rhodotorula negativen Tieren (s.
Abb.67). So betrug der relative Gehalt der Rhodotorula positiven Tiere 23,87 (12,81-36,13)
REE/mg IgM, wahrend die Rhodotorula negativen Tiere einen Wert von 30,34 (23,55-37,69)

REE/mg IgM zeigten (p = 0,095).
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Abb.67: IgM-anti- Rhodotorula mucilaginosa
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42.4 Amylase-, Lipase-, Laktatbestimmung

Bei der Bestimmung des Amylasespiegels im Blut konnte weder fir den Gruppenvergleich
noch fur den Outcomevergleich ein signifikanter Unterschied festgestellt werden (s. Abb.68
und 69). So konnte in der Kontrollgruppe ein Wert von 798 (593-1131) U/l gemessen
werden. Diesem Wert stehen 1009 (771-1257) U/l bei den Tieren mit MMS gegenlber. Bei
den Uberlebenden Hunden lag der Median bei 1016 (789-1254) U/l, wahrend die
verstorbenen Hunde einen Wert von 858 (615-1509) U/l aufwiesen.
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Abb.68: Gruppenvergleich Amylase
Abb.69: Outcomevergleich Amylase
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Auch fir die Lipase konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen ermittelt
werden. Wahrend fir den Lipasewert der Tieren mit MMS ein Median von 890 (593-1383) U/
gemessen wurde, lag dieser in der Kontrollgruppe bei 1092 (685-1367) U/l (s. Abb.70). Fur
die Uberlebenden Tiere wurde ein Wert von 879 (580-1368) U/l und fir die verstorbenen
Tiere von 1028 (831-3214) U/l ermittelt (s. Abb.71).
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Abb.70: Gruppenvergleich Lipase
Abb.71: Outcomevergleich Lipase

Fur den Laktatspiegel im Blut konnte sowohl zwischen den Tieren mit MMS und den
Kontrolltieren als auch zwischen den tberlebenden und verstorbenen Tieren ein signifikanter
Unterschied festgestellt werden (p< 0,05). So zeigten die Tiere mit MMS mit 4,3 (2,4-7,0)
mmol/l signifikant héhere Werte als die Kontrollgruppe, bei der ein Laktatspiegel von 2,5
(1,2-3,6) mmol/l detektiert wurde (s. Abb.72). Bei den verstorbenen Tieren lag der Laktatwert
mit 8,4 (5,7-11.7) mmol/l signifikant Gber dem Wert der Uberlebenden Tiere. Bei diesen
konnte ein Wert von 3,4 (2,2-5,7) mmol/l festgestellt werden (s. Abb.73).
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Abb.72 Abb.73
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Abb.72: Gruppenvergleich Laktat
Abb.73: Outcomevergleich Laktat

4.3 Fragebogen

Bei der statistischen Auswertung wurden 90 Fragebdgen von Tieren mit MMS und 190
Bbdgen groRwichsiger Hunde, die bisher noch nicht am MMS erkrankt waren, bertcksichtigt.
Die Werte werden als Median und 1. sowie 3. Quartil angegeben.

4.3.1 Alter der Tiere

Die Tiere mit MMS waren im Median mit 7,0 (5,0-9,0) Jahren signifikant dlter als die nicht
erkrankten Tiere (p = 0,001), die eine Median von 4,5 (2,0-6,0) Jahren aufwiesen (s. Abb.74).

Abb.74: Alter der Tiere, Gruppenvergleich
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43.2 Gewicht der Tiere

Beim Vergleich der Gewichte konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den Tieren mit
und ohne MMS festgestellt werden (p = 0,353). So lag der Medianwert des Gewichts in der
Gruppe der Tiere mit MMS mit 38 (30-45) kg nur geringfiigig tber dem Wert der Tiere ohne
Magendrehung, die einen Wert von 37 (30-46) kg aufwiesen (s. Abb.75).

Abb.75: Gewicht der Tiere, Gruppenvergleich
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4.3.3 Geschlecht der Tiere

Weder fir das Geschlecht noch fir den Kastrationsstatus der Tiere konnte ein Einfluld auf
das Vorkommen des MMS festgestellt werden (s. Tab.13).

Tab.13: Geschlechtsverteilung der Tiere

Geschlecht
m w w k mk
72 77 17 23

40,7 % 9,0 % 12,2 %

Tiere mit MMS
ﬂ

m = mannlich, w = weiblich, wk = weiblich kastriert , mk = mannlich kastriert




Ergebnisse 71

43.4 Zeitliches Auftreten erster MMS-Symptome

Zeit zwischen Auftreten der ersten Symptome und Vorstellung in der Klinik

Die Zeit zwischen Auftreten der ersten Symptome und Vorstellung in der Klinik betrug im
Median 2 (1-3) h (n = 27). Bei 21 Tieren, die lebend aus der Klinik entlassen werden
konnten, wurde ein medianer Wert von 2 h, bei 6 verstorbenen Tieren von 2,5 h ermittelt.
Dieser Differenz war mit einem p = 0,704 aber nicht statistisch signifikant.

Zeit zwischen letzter Fitterung und Auftreten erster Symptome

Die Zeit zwischen der letzten Futterung der Hunde und dem Auftreten erster Symptome
betrug im Median 3 (1-4) h (n = 29).

4.3.5 Futtermenge

Futtermenge in g pro Tag

Die Futtermenge in g pro Tag unterschied sich zwischen den beiden Gruppen nicht
signifikant (p = 0,78). So lag der Median der Tiere mit MMS bei 500 (365-600) g gegenuber

450 (368-700) g in der Gruppe der Tiere ohne MMS (s. Abb.76).

Abb.76: Futtermenge pro Tag, Gruppenvergleich
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Futtermenge pro kg Korpergewicht

In der verfitterten Menge pro kg Korpergewicht konnte kein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Gruppen festgestellt werden (p = 0,353). An die Tiere mit
MMS wurden im Median 13,3 (11-19) g Futter pro kg Kdrpergewicht verfittert, wahrend die
Hunde ohne MMS 12,5 (9-19) g erhielten (s. Abb.77).
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Abb.77: Futtermenge pro kg Koérpergewicht, Gruppenve rgleich
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Futtermenge pro Mahlzeit

In der Futtermenge pro Mahlzeit konnte ein signifikanter Unterschied zwischen den Hunden
mit und ohne MMS registriert werden (p = 0,016). So wurde an die Tiere mit Magendrehung
mit 350 (250-550) g signifikant mehr Futter pro Mahlzeit verfittert als an die Tiere ohne

Magendrehung, die 300 (200-400) g pro Mahlzeit erhielten (s. Abb.78).

Abb.78: Futtermenge pro Mahlzeit, Gruppenvergleich
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4.3.6 Anzahl der Fitterung pro Tag

Die Tiere, die noch kein MMS entwickelt hatten, wurden am Tag signifikant haufiger gefittert
als die Hunde mit MMS (p = 0,001). So lag die Anzahl der Futterungen fur die Tiere der
Kontrollgruppe im Median bei 2 (1-2), wahrend die Tiere mit MMS nur eine Mahlzeit pro Tag
(1-2) erhielten (s. Tab.14).
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Tab.14: Anzahl der Fitterungen pro Tag

Einmalige Zweimalige Dreimalige Gesamt
Futterung Futterung Futterung
126
29,9 % 67,4 % 7%

0

Tiere mit MMS 34
55,0 % 42,5 % 5%

Gesamt 160
375 % 59,9 % 6 %

*p< 0,05

4.3.7 Gastrointestinale Stérungen
Die Tiere mit MMS zeigten im Vorfeld der Erkrankung im Vergleich zur gesunden
Kontrollgruppe keine vermehrten gastrointestinalen Stérungen wie Durchfall, Vomitus oder

Flatulenz (s. Tab.15).

Tab.15: Gastrointestinale Stérungen

Durchfall Vomltus Flatulenz
nem nem nem
16 174
11,6 % 88,4 % 2% 95,8 % 8,4 % 91,6 %

Tiere mit MMS 8 72
16,5 % 83,5 % 8,8 % 91,2 % 10,0 % 90,0 %

Gesamt 234 15 255 24 246
13,0 % 87,0 % 5,6 % 94,4 % 8,9 % 91,1 %

4.3.8 Sonstige Vorerkrankungen

Unter sonstigen Vorerkrankung wurden von den Besitzern verschiedenste
Krankheitskomplexe wie Prostataabszesse, Scheintrachtigkeiten, vorangegangene
Magentorsionen, Fremdkdorperileus, Gastritis, Futtermittelallergien, Pankreatitis,
Pankreasinsuffizienz, Huftgelenks- und Ellenbogendysplasien, Mammatumore, Pyometra
und Herzinsuffizienzen aufgezahlt. Ein Unterschied in der Haufigkeit zwischen den beiden
Gruppen konnte nicht festgestellt werden (s. Tab.16).
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Tab.16: sonstige Vorerkrankungen

17,4 %

22,5 %

Tiere mit MMS

4.3.9

18,9 %

Antibiotikumgaben

Vorerkrankung

Bei der Nachfrage nach Antibiotikumgaben in einem Zeitraum von drei Monaten vor der
Magendrehung bzw. vor Ausfillen des Fragebogens ergaben sich keine statistisch
signifikanten Unterschiede zwischen den Tieren mit und ohne MMS (s. Tab.17).

Tab.17: Antibiotikumgaben

Antibiotikumgabe Gesamt
nein

7,9 %

10,1 %

Tiere mit MMS
“

4.3.10

8,6 %

Eingesetzte Futtermittel

92,1 %

89,9 %

91,4 %

Die Art des eingesetzten Futtermittels, wobei zwischen Trockenfuttermittel, Feuchtfuttermittel
und einer Kombination aus beiden unterschieden wurde, hatte keinen Einfluss auf die
Entstehung des MMS. Sowohl in der Gruppe der gesunden als auch in der Gruppe der
erkrankten Tiere wurden Trockenfuttermittel am h&ufigsten eingesetzt. Eine reine Fitterung
mit Feuchtfuttermitteln erfolgte nur in den seltensten Féllen (s. Tab.18).
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Tab.18: eingesetzte Futtermittel

:I Trockenfutter Feuchtfutter

0
Tiere mit MMS
69,2 % 8 % 26,9 %
Gesamt
65,7 % 2% 32,1 %

4.3.11 Futterung aus erhdhter Schissel

Die Futterung aus einer erhohten Schissel Ubte keinen Einfluss auf die Entstehung des
MMS aus (s. Tab.19).

Tab.19: Fitterung aus erhohter Schissel

Futterung aus erhohter Schussel Gesamt
nein

Tiere mit MMS
53,8 % 46,3 %
Gesamt
52,0 % 48,0 %
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4.3.12 Einfluss der Fre3geschwindigkeit
Die Geschwindigkeit der Futteraufnahme wurde durch die Besitzer in die Kategorien schnell,
normal und langsam eingeteilt. Mit einem p = 0,062 zeigten die Tiere mit MMS tendenziell

eine schnellere Futteraufnahme als die gesunden Kontrolltiere (s. Tab.20).

Tab.20: FreRgeschwindigkeit

FrelR3geschwindigkeit Gesamt
schnell normal langsam
KG 92 190
48,3 %

Tiere mit MMS 36 38 6
45,0 % 47,5 % 7,5 %
Gesamt 130 39 270
14,4 %

4.3.13 Charakter der Tiere

Der Charakter der Tiere wurde durch die Besitzer in die Kategorien ruhig, ausgeglichen und
angstlich, nervos klassifiziert. Hierbei konnte kein Unterschied in der Verteilung der
Charaktere bei Tieren mit und ohne MMS festgestellt werden (s. Tab.21).

Tab.21: Charakter der Tiere

Charakter Gesamt
ausgeglichen, ruhig angstlich, nervos
KG 157 31 188
83,5 % 16,5 %

Tiere mit MMS 67 13
83,8 % 16,3 %
Gesamt 224 44 268
83,6 % 16,4 %
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5 Diskussion
5.1 Untersuchungsmaterial
511 Mageninhaltsproben

Im Zeitraum vom 21.10.2004 bis zum 17.11.2005 wurden 39 Tiere mit MMS in die Klinik far
Kleintiere der Veterindrmedizinischen Fakultat der Universitat Leipzig eingeliefert. Lediglich
bei 30 der 39 Tiere gelang es, Mageninhalt ohne vorherige Spilung zu gewinnen, so dass
nur diese 30 Proben mit in der Auswertung bertcksichtigt wurden. Bei der Auswertung der
Ergebnisse der Mageninhaltsproben der Tiere mit MMS muss beachtet werden, dass die
Proben, wie es bei einer klinischen Studie nicht anders zu erwarten ist, aus einem sehr
heterogenen Probenpool stammen. So wurden die Tiere nicht nur mit unterschiedlichen
Futtermitteln geflttert, sondern auch zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Erkrankung
vorgestellt. Diesem Problem sollte entgegengewirkt werden, indem (ber einen Fragebogen
individuelle Daten der Tiere wie z.B. die eingesetzten Futtermittel, Zeitpunkt der Fitterung
bis zum Auftreten der ersten Symptome und Zeitpunkt der ersten Symptome bis zur
Vorstellung in der Klinik erfasst wurden.

Als Kontrollgruppe stand mit 13 Tieren nur ein kleines Kollektiv zur Verfligung. Hierbei wurde
auf alle an der Fakultat gehaltenen Hunde zurlckgegriffen. Wahrend es sich bei den vier
Labradoren der Klinik fur Kleintiere der Universitat Leipzig um eine pradisponierte Rasse
handelt, sind die Beagles der Pharmakologie mit einem Kdrpergewicht von 10 bis 17 kg als
eine mittelgroRe Hunderasse anzusehen, die nur selten am MMS erkrankt. Des Weiteren
mufd berlcksichtigt werden, dass es sich bei Beagles um speziell fir Versuchszwecke
geziichtete Hunde handelt, bei denen es zu Abweichungen von den physiologischen Daten
der ,Normalpopulation® kommen kann. Da in der Literatur aber keine Angaben Uber
rassespezifische Unterschiede der Magen-Darmflora existieren und so gut wie alle
verfigbaren Daten Uber die Magen-Darmflora an Beagles erhoben wurden, konnte auf diese
Tiere zurlckgegriffen werden.

Ein Eintrag von Keimen Uber das eingesetzte Feuchtfuttermittel kann ausgeschlossen
werden, da dies bei jeder Beprobung, wie es bei einer Konserve nicht anders zu erwarten
war, kein Keimwachstum zeigte.

Kritisch diskutiert werden muss jedoch die unterschiedliche Probenentnahmetechnik in der
Kontrollgruppe und der Gruppe der Tiere mit MMS. Wahrend der Mageninhalt der Tiere mit
MMS im Zuge der routinemaligen Magenentleerung mittels einer Magensonde an
narkotisierten Tieren gewonnen wurde, wurde bei den Kontrolltieren durch die subkutane
Injektion von Apomorphin Erbrechen ausgelost. Da die Tiere der Kontrollgruppe im zwei-
wochigen Abstand praprandial, sowie 1h (unverdffentlichte Daten) und 4h postprandial
beprobt wurden, wurde auf eine Entnahme mittels Magensonde verzichtet, um die
mehrmalige Narkosebelastung der Tiere zu vermeiden. Der Versuch Mageninhaltsproben an
groBwlchsigen, chirurgischen Patienten der Klinik fur Kleintiere der Universitat Leipzig zu
gewinnen, scheiterte an der 12-stindigen préoperativen Nahrungskarenz, die eine
Probenentnahme per Magensonde unmdglich machte. Des Weiteren wére bei dieser Art der
Probenentnahme der fltterungsbedingte Einfluss auf die Magen-Darmflora voéllig
unbericksichtigt geblieben. Daher wurden die Proben der Kontrollgruppe per subkutaner
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Apomorphininjektion gewonnen. Erbrechen stellt einen physiologischen Schutzmechanismus
des Korpers dar, bei dem es aufgrund einer intraabdominalen Druckerhéhung zu einer
retrograden Entleerung des Mageninhaltes kommt (VAUPEL und EWE 1997). Hierbei
kénnen ebenfalls Ingesta des Duodenums entleert werden. Da sich die Keimflora im
proximalen Duodenum und im Magen sehr stark gleichen und die zu erwartende Keimzahl
im proximalen Duodenum unter den Werten des Magens liegt (STROMBCK und GUILFORD
1990), ist eine Verfalschung der Werte hierdurch nicht zu erwarten. Bei beiden
Probeentnahmetechniken ist eine Kontamination mit Keimen der Saliva, die auch
physiologisch einen groRen Anteil der Bakterienflora des Magens ausmachen (STROMBCK
und GUILFORD 1990), nicht zu vermeiden.

Um den fitterungsbedingten Einfluss auf die bakteriellen Ergebnisse méglichst gering zu
halten, wurde lediglich der 4 h Wert der Kontrollgruppe mit in die Auswertung einbezogen.
Dies entspricht dem durch den Fragebogen ermittelten Wert der letzten Futterung (Median: 3
h, X: 4,5 h) der Tieren mit MMS.

51.2 Blutproben

Die Blutproben der Tiere mit MMS stammen von den 39 Tieren, die im Untersuchungs-
zeitraum in die Klinik fur Kleintiere der Universitét Leipzig eingeliefert wurden, sowie aus dem
historischen Probenpool (n = 63) der Klinik fir Kleintiere der Veterinarmedizinischen Fakultat
der Universitat Leipzig. Als Kontrollgruppe stehen 85 Proben Klinisch gesunder Tiere aus
einem Impfversuch (0-Werte) des Instituts fir Immunologie der Veterindrmedizinischen
Fakultat der Universitat Leipzig (TOPFER 2005), 18 Proben aus dem oben erwahnten Pool
der Klinik fir Kleintiere der Universitat Leipzig sowie die 13 Proben der Kontrolltiere zur
Verfligung. Bei den 18 historischen Proben handelt es sich um klinisch gesunde Tiere, die
zur Ovariohysterektomie oder zur Untersuchung auf Hiftgelenksdysplasie vorstellig wurden.
Obwohl alle Proben bei — 80 € zwischengelagert war en, miussen die unterschiedlich langen
Lagerungszeiten und die Auftauprozesse im Rahmen der vorangegangenen Arbeiten kritisch
erwahnt werden. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden alle Proben nach einmaligem
Auftauen in einen Schutzpuffer nach Dulbecco mit 1 % BSA-Zusatz aliquotiert und bei - 21
T bis zur weiteren Verarbeitung eingefroren.

5.2 Untersuchungen und Ergebnisse Mageninhalt
521 pH-Wert

Der signifikant hohere pH-Wert im Mageninhalt der Tiere mit MMS (4,7 + 0,9) im Vergleich
zu den Kontrolltieren (3,1 + 0,9) deckt sich mit Ergebnissen der Studie von VAN
KRUININGEN et al. (1974), die bei 19 von 25 Hunden mit Magendilatation einen pH-Wert im
Bereich von 4 bis 4,5 feststellen. Hunde produzieren im Vergleich zum Menschen im
nuchternen Zustand mit 0,1 pmol/min/kg geringe Mengen an Salzsaure, zeigen dafir aber
postprandial eine sehr starke Saureproduktion (AKIMOTO et al. 2000). Daher kommt es
unmittelbar nach der Futteraufnahme durch die Pufferkapazitdt der aufgenommenen
Nahrung zunachst zu einem pH-Wert-Anstieg, der dann im Zuge der einsetzenden
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Saureproduktion in einen pH-Wert-Abfall Gbergeht (AKIMOTO et al. 2000, YOUNGBERG et
al. 1985). Obwohl in der vorliegenden Arbeit versucht wurde, den fitterungsbedingten
Einfluss auf die gemessenen Werte zu minimieren, indem man sich im Zeitpunkt des
Auslésens des Erbrechens an den durchschnittlichen Werten der letzten Fltterung der Tiere
mit MMS orientierte, lasst sich ein fltterungsbedingter Einfluss auf die ermittelten Werte nicht
ganzlich ausschlieRen. Wie die Arbeiten von AKIMOTO et al. (2000) und YOUNGBERG et
al. (1985) im Vergleich zeigen, ist der gemessene pH-Wert stark von der angewandten
Probenentnahmetechnik abhangig. Daher kdénnten die signifikanten Unterschiede zwischen
den beiden Gruppen durch die unterschiedliche Gewinnung der Mageninhalte bedingt sein.
Ware dies der Fall, wirde man hierbei aber in der Kontrollgruppe, bei der aufgrund der
eingesetzten Probenentnahmetechnik eine Vermischung des Mageninhalts mit Ingesta des
Duodenums nicht ausgeschlossen werden kann, die hdheren Werte erwarten. Bei der
Probengewinnung per Magensonde spielt auch der Ort der Entnahme im Magen eine Rolle,
da die Ingesta im proximalen Teil des Magens hdéhere Werte aufweisen als im distalen Teill,
wo mehr Parietalzellen lokalisiert sind (AKIMOTO et al. 2000, SMITH 1965). Des Weiteren
kann es bei der Enthahme per Magensonde durch eine Stimulation der Salzsaureproduktion
bzw. durch eine Vermischung mit dem zugefihrten Speichel zu einer Verfalschung der
Ergebnisse kommen (YOUNGBERG et al. 1985). Auch bei der Gewinnung des Mageninhalts
durch Auslésen von Erbrechen kénnte es v.a. durch die einsetzende Hypersalivation zu einer
Pufferung der untersuchten Ingesta gekommen sein. Die im Zuge des MMS auftretende
Hypersalivation, konnte den hoheren pH-Wert der Tiere mit MMS erklaren.

Eine Bedeutung des pH-Werts des Mageninhalts auf das Outcome der Tiere kann verneint
werden.

5.2.2 Quantitative bakteriologische Untersuchung
5221 Aerobe und anaerobe GKZ

Die in der vorliegenden Arbeit ermittelten Gesamtkeimzahlen der Aerobier (s. 4.1.2.1, Abb.7
und 8) decken sich mit den von STROMBECK und GUILFORD (1990) ermittelten Daten, die
einen postprandialen Anstieg der Bakterien im Mageninhalt von 10" bis 10? auf 10* bis 10°
Keime pro g Ingesta beschreiben. Da der pH-Wert einen wesentlichen EinfluR auf die
Bakterienflora des Magens besitzt (ALLEN und SHINER 1967, HUSEBYE 2005), konnen die
geringfigig hoheren Keimzahlen der Tiere mit MMS mit dem signifikant h6heren
intragastralen pH-Wert in dieser Gruppe erklart werden. In der Florazusammensetzung
dominierten in beiden Gruppen grampositive Stdbchen. Dieses Ergebnis steht im
Widerspruch zu den von VAN KRUININGEN et al. (1974) und von WARNER und VAN
KRUININGEN (1978) ermittelten Daten, die bei Tieren mit akuter Dilatation gegenuber der
Kontrollgruppe vermehrt grampositive pleomorphe Stdbchen nachwiesen. Die
divergierenden Ergebnisse konnten auf die unterschiedlichen Probenentnahme- und
Kultivierungstechniken zwischen den Arbeiten zuriickzufiihren sein.

In der vorliegenden Arbeit war der haufigere Nachweis grampositiver Kokken im Mageninhalt
der Tiere mit MMS auffallig. So konnten unter aeroben Anzuchtbedingungen in 13 der 30
Proben der Tiere mit MMS grampositive Kokken (hauptsachlich Streptokokken, gelegentlich
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Staphylokokken und Mikrokokken) nachgewiesen werden, wahrend dies in der
Kontrollgruppe nur einmal gelang. Sowohl Streptokokken als auch Staphylokokken sind in
der Lage bei der fermentativen Verstoffwechslung von Kohlenhydraten Gas zu produzieren.
Der haufigere Nachweis dieser Keime im Mageninhalt der Tiere mit MMS legt eine
Beteiligung dieser Keimgruppen an der in dieser Arbeit nachgewiesenen, vermehrten
bakteriellen Fermentation nahe (s. 4.1.5). Dies deckt sich mit den Ergebnissen der Arbeit von
WARNER und VAN KRUININGEN (1978), die eine Beteiligung von Peptostreptokokken,
Laktobazillen und Hefen an der Entstehung der Dilatation vermuten. Ein Einfluss der
aeroben GKZ auf das Outcome der Tiere konnte nicht ausgemacht werden.

Bei den Ergebnissen der anaeroben GKZ fiel analog zu den Aerobiern der haufigere
Nachweis an Streptokokken, bei denen es sich um fakultativ anaerobe Keime handelt, in der
Gruppe der Tiere mit MMS auf. Ein Einfluss der anaeroben GKZ auf das Outcome der Tiere
konnte nicht festgestellt werden.

5.2.2.2 Gramnegative aerobe GKZ

In Untersuchungen von VAN KRUININGEN et al. (1974) lieRen sich lediglich aus einer der
12 Proben von Hunden mit Magendilatation gramnegative Keime isolieren, wahrend dies in
der Kontrollgruppe aus 4 der 7 Proben gelang. Keimkonzentrationen wurden von den
Autoren nicht genannt. Dieser verminderte Nachweis gramnegativer aerober Keime in der
Gruppe der erkrankten Tiere liel3 sich in der vorliegenden Arbeit nicht nachvollziehen. So
konnten gramnegative aerobe Keime in 40,0 % (12/30) der Proben der Tiere mit MMS und in
30,0 % (4/13) der Proben der Kontrolltiere nachgewiesen werden, die sich aber statistisch in
den Keimzahlen nicht unterschieden. Die unterschiedlichen Ergebnisse lassen sich nur mit
verschiedenen Probenentnahmetechniken und den unterschiedlich eingesetzten
Kultivierungsbedingungen erklaren. Ein signifikanter Einfluss auf das Outcome der Tiere liel
sich nicht nachweisen.

5223 Bifidobakterien und Bacteroides-Spezies

Sowohl Bifidobakterien als auch Bacteroides-Spezies konnten aus keiner der untersuchten
Proben gewonnen werden. Dies war zu vermuten, da es sich bei beiden Keimen um strikt
anaerobe Erreger handelt (SCHAAL 1992, HAMMANN und WERNER 1992), die im Magen
aufgrund der dort herrschenden Sauerstoffspannung keine geeigneten Lebensbedingungen
vorfinden. Da es sich bei den eingesetzten N&hrbdden um Spezialndhrmedien zum
Nachweis von Bifidobakterien und Bacteroides-Spezies handelte und die Platten unter strikt
anaeroben Bedingungen bebritet wurden, kann das fehlende Wachstum nicht mit
unzureichenden Kultivierungsbedingungen erklart werden. Der fehlende Nachweis von
Bacteroides-Spezies deckt sich mit den Ergebnissen der Arbeit von GREENLEE et al. aus
dem Jahre 1977, die aus Mageninhalten 75 gesunder Tiere diesen Keim ebenfalls nicht
isolieren konnten.
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5224 Laktobazillen

Obligat heterofermentative Laktobazillen, wie z. B. L.brevis, L.buchneri und L.fermentum, die
auch schon im Magen-Darmtrakt von Menschen nachgewiesen wurden, sind in der Lage
Hexosen zu Milchs&ure, Methylalkohol und CO, zu spalten (HOFFLER 1992). WARNER und
VAN KRUININGEN (1978) postulieren eine Beteiligung von Laktobazillen an der Entstehung
der Magendilatation. In Anbetracht der in der vorliegenden Arbeit ermittelten Ergebnisse
(s. 4.1.2.4, Abb.13 und 14) erscheint eine Beteiligung der Laktobazillen am MMS eher
unwahrscheinlich. Auch die gemessenen Laktatwerte im Mageninhalt (s. 4.1.6) sprechen
gegen eine Beteiligung der Laktobazillen an der Entstehung des MMS. GREENLEE et al.
(1977) und GELBART et al. (1976) konnten in ihren Untersuchungen an gesunden,
nichternen Hunden lediglich 1,3 bzw. 0,84 Keime pro g FM (angegeben als Median des
dekadischen Logarithmus) isolieren. Dies verdeutlicht, dass es postprandial zu einem
starken Anstieg der intragastralen Laktobazillenkonzentration kommen kann. Ein Einfluss auf
das Outcome der Tiere liel3 sich nicht feststellen.

5.2.25 Enterokokken

Die in der Kontrollgruppe ermittelte Keimkonzentration (s. 4.1.2.6, Abb.15 und 16) deckt sich
mit den Studien von GREENLEE et al. (1977) und GELBART et al. (1976), die im
Mageninhalt nichterner Tiere 1,8 bzw. 0,84 Keime pro g Ingesta (angegeben als Median des
dekadischen Logarithmus) nachwiesen. Ein Einfluss auf das Outcome der Hunde konnte
nicht festgestellt werden.

5.2.2.6 Clostridium perfringens

Uber eine Beteiligung von Clostridium perfringens an der Entstehung des MMS existieren in
der Literatur kontroverse Ansichten. VAN KRUININGEN et al. (1974) gelangen aus dem
Mageninhalt von 12 Hunden und 3 Affen mit Magendilatation in 14 der 15 Falle ein positiver
Clostridiennachweis, wéhrend dies nur aus einer Probe der sieben Kontrollhunde mdglich
war. Hierbei handelte es sich bei 10 Isolaten der Tiere mit Dilatation sowie bei dem Isolat aus
der Kontrollgruppe um Clostridium perfringens. Die anderen Clostridien wurden nicht n&her
klassifiziert. Uber eine Immunfluoreszenzuntersuchung wurde der Anstieg der
Clostridienspezies im Mageninhalt der erkrankten Tiere bestatigt. Die Autoren vermuten
daher in Clostridium perfringens den Ausloser der Dilatation. WARNER und VAN
KRUININGEN fanden in ihrer Arbeit aus dem Jahre 1978 zwar ebenfalls in 6 von 9 Proben
der Tiere mit Magendilatation Clostridium perfringens-lsolate, konnten die Clostridien aber
auch in 72 von 100 Mageninhalten gesunder Hunde nachweisen. Daher sehen sie in
Clostridium perfringens einen physiologischen Bewohner des Magens. Angaben Uber die
nachgewiesenen Keimkonzentrationen werden in beiden Studien nicht gemacht. CAYWOQOD
et al. (1977) konnten in 3 Proben von Tieren mit MMS dahingegen keine Clostridien
nachweisen. Die eingesetzten Kultivierungsbedingungen wurden hierbei nicht naher
beschrieben. Clostridien sind in der Lage Glucose fermentativ zu Acetat, Butyrat, CO, und H,
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abzubauen (ROGOLSKY und VAN KRUININGEN 1978). Obwohl in der vorliegenden Arbeit
signifikant hdhere Werte an Butyrat in den Proben der Tiere mit MMS gemessen werden
konnten (s. 4.1.5), wurden weder fir die Nachweishaufigkeiten noch fir die ermittelten
Keimkonzentrationen ein signifikanter Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und den
Tieren mit MMS festgestellt (s. 4.1.2.7, Abb.17 und 18). Aufgrund der niedrigen absoluten
Konzentrationsunterschiede an Butyrat und den ermittelten bakteriologischen Ergebnissen
ist eine Beteiligung von Clostridium perfringens an der Entstehung des MMS als
unwahrscheinlich anzusehen. Hierdurch werden die Ergebnisse von WARNER und VAN
KRUININGEN (1978) gestitzt. Der haufigere Clostridiennachweis in der Arbeit von
WARNER und VAN KRUININGEN (1978) im Vergleich zur vorliegenden Arbeit ist nur durch
die unterschiedliche Probenentnahmetechnik erklarbar. Aufgrund der eindeutigen makro-
und mikromorphologischen Eigenschaften von Clostridium perfringens ist ein falsch
negativer Nachweis in der vorliegenden Arbeit auszuschliel3en.

5.2.2.7 Andere Clostridienspezies

In der Gruppe der Hunde mit MMS konnten neben den Clostridium perfringens-Stammen in
drei Proben weitere anaerobe Sporenbildner isoliert werden. Wahrend zwei Isolate aufgrund
ihrer biochemischen Stoffwechselleistungen nicht ndher klassifiziert werden konnten, handelt
es sich bei dem dritten Isolat um Clostridium bifermentans. Dieser Keim scheint einen, wenn
auch seltenen, physiologischen Bewohner des Magens darzustellen, da er durch WARNER
und VAN KRUININGEN (1978) aus zwei Proben gesunder Hunde isoliert werden konnte.
Aus den Mageninhalten der Tiere mit akuter Dilatation gelang ihnen kein Nachweis einer
anderen Clostridienspezies aul3er Clostridium perfringens. Sowohl in der vorliegenden Arbeit
als auch in der Arbeit von WARNER und VAN KRUININGEN (1978) konnten also nur in den
wenigsten Fallen, und dann nur in geringen Keimkonzentrationen, andere Clostridienspezies
nachgewiesen werden, so dass eine Beteiligung dieser Keimgruppe an der Entstehung des
MMS unwahrscheinlich erscheint.

In der Kontrollgruppe der vorliegenden Arbeit konnten aus funf der dreizehn Mageninhalte
sechs Isolate anaerober Sporenbildner isoliert werden, die aufgrund ihrer biochemischen
Merkmale aber nicht ndher zu klassifizieren waren. WARNER und VAN KRUININGEN
(1978) wiesen in 100 Proben gesunder Hunde neben den zwei oben schon erwahnten
Stammen Clostridium bifermentans noch zwei Clostridienisolate nach, die sie nicht naher
einordnen konnten. Sie schlieRen aus ihren Ergebnissen, dass in der Regel keine andere
Clostridienspezies, abgesehen von Clostridium perfringens, in der Lage ist, den caninen
Magen zu besiedeln. Der Nachweis von sechs Isolaten anaerobe Sporenbildner aus
dreizehn Proben der Kontrollgruppe widerspricht dieser Aussage. Allerdings kénnte es sich
bei den nachgewiesenen anaeroben Sporenbildnern auch um passagere Darmflora handein.
Eine Einteilung der Clostridienspezies lediglich anhand makro- und mikromorphologischer
sowie biochemischer Eigenschaften erscheint wenig sinnvoll, da es nur in den wenigsten
Fallen zu einer Speziesdiagnose fihrte.
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5.2.2.8 Hefen

Obwohl nach STROMBECK und GUILFORD (1990) Pilze zu den physiologischen Vertretern
der Magenflora zahlen, konnten GREENLEE et al. in ihren Untersuchungen aus dem Jahre
1977 in keiner der 75 untersuchten Mageninhaltsproben gesunder, niichterner Tiere Pilze
nachweisen. Die von GREENLEE et al. (1977) erhobenen Daten stimmen mit dem fehlenden
Nachweis von Hefen in der Kontrollgruppe der vorliegenden Arbeit tiberein. Der signifikant
haufigere Hefennachweis in der Gruppe der Tiere mit MMS (s. 4.1.2.9, Abb.19 und 20)
macht eine Beteiligung der Hefen an der Ausbildung des MMS mdglich, wie es auch schon
von WARNER und VAN KRUININGEN (1978) postuliert wurde.

Aufgrund der ubiquitaren Verbreitung der am hdaufigsten isolierten Hefe, Rhodotorula
mucilaginosa, wurden zum Ausschluss einer Probenkontamination Spil- und Tupferproben
der eingesetzten Magensonden und der Umgebung der Operationsvorbereitung der Klinik fur
Kleintiere der Universitat Leipzig untersucht. Samtliche Proben zeigten auf Sabouraud-Agar
nach einwdchiger Bebritung kein Wachstum, so dass eine Kontamination der Proben mit
Hefen ausgeschlossen werden kann. Auch die nachgewiesene immunologische
Auseinandersetzung der Rhodotorula positiven Tiere mit den Hefen (s. 4.2.3.4) spricht gegen
eine Kontamination der Proben. Ob die isolierten Hefen ursachlich an der Entstehung des
MMS beteiligt sind oder sie vielmehr eine Folge des MMS darstellen, muss diskutiert werden.
Da Rhodotorula ssp. nicht in der Lage sind Kohlenhydrate zu fermentieren und Candida
parapsilosis nur aus Glucose geringe Mengen an Gas freisetzen kann (MULLER 1992), ist
ein direkter Beitrag zu einer vermehrten bakteriellen Fermentation, an deren Ende eine
Aufgasung des Magens steht, auszuschlie3en. Vorstellbar wéren Interaktionen mit anderen
gasbildenden Bakterien, wozu sich in der Literatur allerdings keine Hinweise finden lassen.
Falls die gesteigerte Nachweishaufigkeit der Hefen nur eine Folge des MMS darstellt, muf3
Uber die mdglichen Eintragsquellen der Hefen nachgedacht werden. Untersuchungen von
BALISH et al. (1977) und DAVIS et al. (1977) zeigen, dass es bei Tieren, die in einem
geschlossenen System gehalten werden, zu einer gréReren Diversitdt der Magen-Darmflora
kommt. So konnten BALISH et al. (1977) Rhodotorula ssp. in Nasen-, Rachen- und
Facesproben der in einem geschlossenen System gehaltenen Tiere nachweisen. Dies kann
als Hinweis gedeutet werden, dass die Hefen physiologischerweise in niedrigen, unter der
Nachweisgrenze von 10° Keimen / g FM liegenden Konzentrationen im Magen-Darmtrakt
angesiedelt sind und sich erst bei Verschiebungen der Normalflora verstarkt vermehren.
Zudem finden Rhodotorula ssp. im stark sauren Milieu suboptimale Wachstumsbedingungen
(LIBKIND et al. 2004), so dass sie sich im Mageninhalt der Tiere mit MMS, die einen
signifikant héheren pH-Wert aufweisen als die Kontrollgruppe, besser vermehren konnen.
Weitere Mdglichkeiten wéaren ein Eintrag Uber abgeschlucktes Sputum oder Uber einen
Reflux von Duodenuminhalt in den Magen (GALAN-SANCHEZ et al. 1999), wo sie sich nun
aufgrund der veranderten Wachstumsbedingungen ansiedeln kénnen. Ob Hefen urséachlich
an der Entstehung des MMS beteiligt sind, muss durch weiterfihrende Untersuchungen
abgeklart werden.

Ein Einfluss auf das Outcome der Tiere kann verneint werden.
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523 Botulinumneurotoxinanreicherung

Bezlglich der Toxinwirkung von BotNt am Magen-Darmtrakt ist bisher wenig bekannt. Es
existieren lediglich einige in vivo Studien, die einen hemmenden Einfluss des Toxins auf die
spontane Motilitdt glatter Muskulatur nachweisen (CANNON 1985, ADAM-CASTRILLO et al.
2004, GARZA et al. 2003). CANNON (1985) beschreibt bei vier Sauglingen mit
nachgewiesenem infantilen Botulismus einen hemmenden Einfluss des Toxins auf den
proximalen Osophagus und den oberen Osophagussphinkter, bei unveranderter Aktivitat des
distalen Osophagus und unteren Osophagussphinkters. Neben der allseits bekannten
Hemmung der Freisetzung des Acetylcholins aus postganglionaren Nervenzellen (SINGH
2000), fuhren BotNt auch zu einer verminderten Freisetzung der Neuropeptide Calcitonin
gene related peptide, Substanz P und Glutamat in mesenterialen Ganglien und
Hinterwurzelganglien (DUGGAN et al. 2002, DURHAM et al. 2004, CHADDOCK et al. 2004).
Bei dem Neuropeptid Substanz P handelt es sich genau wie bei Acetylcholin um einen
exzitatorischen Transmitter des Gastrointestinaltraktes. Das durch den Nervus vagus
innervierte Antrum ist fur die Entleerung fester Nahrungspartikel zustandig (HINDER und
KELLY 1977). Bei einer kompletten Vagotomie kommt es zu einer verzdgerten
Magenentleerung (WILBUR und KELLY 1973). Ein &hnliches Phdnomen ist bei einer
Hemmung der Freisetzung des Acetylcholins und des Neuropeptides Substanz P durch
BotNt zu erwarten. Durch die Hemmung der gastrointestinalen Motilitdit und der damit
verbundenen langeren Verweildauer der Ingesta kénnte es zu einer vermehrten bakteriellen
Fermentation kommen, die eine Dilatation des Magens zur Folge hat. Im Zuge einer
vermehrten Aerophagie konnte die von CANNON (1985) beschriebene Beeinflussung der
Osophagusmotilitat einen Einfluss auf die Ausbildung des MMS nehmen. Schon im Jahre
1974 postulieren VAN KRUININGEN et al. einen Einfluss von Clostridientoxinen auf die
Entstehung der akuten Magendilatation. In der vorliegenden Arbeit konnten keine Hinweise
auf eine Beteiligung von BotNt an der Ausbildung des MMS gefunden werden. So konnten
zwar in 10 % der Mageninhalte der Tiere mit MMS C. botulinum indirekt Gber dessen Toxine
nachgewiesen werden, jedoch war auch in einer der Proben der Kontrollgruppe (7,7 %) ein
positiver Nachweis zu fihren. Da der Nachweis der Toxine bis auf eine Ausnahme in der
unerhitzten Probe gelang, ist davon auszugehen, dass die Toxine in einem praformierten
Zustand vorlagen und nicht erst im Magen der Tiere gebildet wurden. Hierflr spricht auch
der fehlende kulturelle Nachweis von Clostridium botulinum in den Mageninhalten der Tiere.
In der vorliegenden Arbeit wurden in drei Fallen die Toxovare D sowie in einem Fall die
Toxovare B und C indirekt nachgewiesen. Wahrend Botulismus beim Menschen v.a. durch
die Toxintypen A, B und E ausgeldst wird (SOBEL et al. 2004), kommt es bei Tieren v.a. zu
Intoxikationen mit den Serotypen B, C und D (Coleman 1998). Beim Hund sind bisher nur
Féalle mit BotNt C beschrieben (BRUCHIM et al. 2006, FARROW et al. 1983, VAN NEES und
VAN DER MOST VAN SPIJK 1986, DARKE et al. 1976). Hierbei ist zu beachten, dass der
Hund als Aasfresser relativ unsensibel auf BotNt reagieren durfte (BARSANTI et al. 1978)
und daher groRe Mengen des Toxins aufgenommen werden missen bis es zur Ausbildung
einer klinischen Symptomatik kommt. Mit dem in der vorliegenden Arbeit eingesetzten ELISA
kbnnen zwar antigene Strukturen erkannt werden, eine Aussage Uber die biologische
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Aktivitat der Toxine lasst sich aber nicht treffen. Auf eine Uberpriifung der biologischen
Aktivitdt im Mausbioassay wurde aus ethischen Griinden und wegen der beschrankten
Aussagefahigkeit bei dem Einsatz eines Materials wie Mageninhalt verzichtet. Da die BotNt
C und D uber ahnliche Epitope verfigen, kommt es im ELISA zwischen diesen beiden
Serotypen zu Kreuzreaktion, so dass nicht sicher zwischen beiden Toxintypen unterschieden
werden kann (THOMAS 1991).

5.24 Quantitative Clostridienanalytik (MPN-Verfahren)

Um nicht nur die vegetativen Formen der Clostridien zu erfassen, wurde neben der
Kultivierung des Mageninhaltes auf Platten auch noch eine quantitative Clostridienanalytik
durchgefuhrt. Des Weiteren konnen durch diese Art der Kultivierung Interaktionen mit
anderen Keimen ausgeschlossen werden, da die Proben fir 10 Minuten auf 80 T erhitzt
wurden. Aufféallig war, dass es sich bei den aus den Ansatzen der Kontrollgruppe isolierten
Clostridien immer um Clostridium perfringens-Stamme handelte, wahrend die isolierten
Clostridien der Gruppe der Tiere mit MMS, bis auf eine Ausnahme, zu anderen, nicht néher
zu klassifizierenden Clostridienspezies gehorten. Daher konnte auch mit diesem Nachweis-
verfahren kein Beleg flur eine Beteiligung von Clostridium perfringens am MMS erbracht
werden.

5.2.5 Fettsauremuster

Bei den im Mageninhalt bestimmten Fettsduren Acetat, Propionat, Butyrat, Iso-Butyrat,
Valerianat, Iso-Valerianat und Hexanat handelt es sich um die Salze der kurzkettigen
Fettsauren (Short-chain fatty acids = SCFA). Obwohl SCFA v.a. im distalen Verdauungstrakt
durch bakterielle Fermentation aus nicht verstoffwechselten Polysacchariden und
Polypeptiden unter Bildung von CO,, H, und CH, anfallen (BR&BECH MORTENSEN und
RYE CLAUSEN 1996), lassen sie sich auch im Magen monogastrischer Tiere nachweisen
(ROGOLSKY und VAN KRUININGEN 1978). Fur den Hund finden sich zu diesem Thema in
der Literatur allerdings nur sehr wenige Angaben. ROGOLSKY und VAN KRUININGEN
(1978) stellen im Mageninhalt 50 gesunder Tiere eine sehr gleichmafRige Verteilung von
Acetat (1-14 mM/L) und Propionat (1-5 mM/L) fest. Andere kurzkettige Fettsauren kdnnen sie
nicht detektieren. In den Proben der Tiere mit akuter Magendilatation verzeichnen sie
dahingegen gréfRere Schwankungen der Fettsauremengen. Des Weiteren kbnnen sie in zwei
Fallen Butyrat nachweisen. In der vorliegenden Arbeit konnten signifikant hohere Werte an
Acetat, Butyrat sowie an Gesamt-FS in den Proben der Tiere mit MMS gemessen werden
(s. 4.1.5, Tab.12). Hierbei Ubersteigen die Acetat- bzw. Gesamt-FS-Werte der Gruppe der
Tiere mit MMS die Werte der Kontrollgruppe um den Faktor 113 bzw. 8,5. Diese erhohten
Fettsaurewerte sprechen fir eine deutlich vermehrte bakterielle Fermentation im Rahmen
des MMS. Wahrend bei den Kontrolltieren das Propionat mit 51,5 % die grofdte Fraktion
ausmacht, kommt es bei den Tieren mit MMS zu einer deutlichen Verschiebung zugunsten
des Acetats (85,3 % der Gesamtfettsduren). Die deutlich erhéhten Werte an Acetat, Butyrat
und Gesamtfettsduren lassen sich durch den haufigeren Nachweis grampositiver Kokken in
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der Gruppe der Tiere mit MMS erklaren. Dass Bakterien an der Entstehung der
Magendilatation beteiligt sind, wird auch durch die Ergebnisse der Arbeiten von VAN
KRUININGEN et al. (1974) und ROGOLSKY und VAN KRUININGEN (1978) gestutzt, die
héhere CO,- und H,-Werte bei erniedrigten O,-Partialdriicken im Magen sowie hdhere in
vitro-Fermentationsraten der Ingesta bei Tieren mit akuter Magendilatation feststellen. Im
Widerspruch hierzu stehen allerdings die Ergebnisse von CAYWOOD et al. (1977) die im
Magen von Tieren mit MMS eine Gaszusammensetzung vorfinden, die der atmospharischen
Zusammensetzung der Luft gleicht. Weitere Untersuchungen bezlglich der
Gaszusammensetzung des Mageninhalts bei Tieren mit MMS erscheinen demnach sinnvoll.
Im Gegensatz zur Arbeit von ROGOLSKY und VAN KRUININGEN (1978) konnte in der
vorliegenden Arbeit Butyrat im Mageninhalt der Kontrolltiere nachgewiesen werden. Die
Werte der Tiere mit MMS liegen hierbei signifikant Uber den Werten der Kontrolltiere.
Clostridien fermentieren Glucose zu Acetat, Butyrat, CO, und H, (ROGOLSKY und VAN
KRUININGEN 1978). Die geringen absoluten Mengen von 0,06 pmol/ml in der
Kontrollgruppe und von 0,19 pmol/ml in der Gruppe der Tiere mit MMS sowie die ermittelten
mikrobiellen Ergebnisse sprechen aber gegen eine Beteiligung der Clostridien an der
vermehrten bakteriellen Fermentation. SCFA vermitteln einen inhibitorischen Effekt auf die
Motilitat des gesamten Verdauungstraktes (HUNT und KNOX 1968, HUNT und KNOX 1969,
COOKE 1974, MCMANUS et al. 2002). Die erhéhten Gesamtfettsauren im Mageninhalt der
Tiere mit MMS konnten somit im Sinne eines Circulus vitiosus zu einer fortschreitenden
Magenatonie fuhren, die wiederum mit einer vermehrten bakteriellen Fermentation und einer
fehlenden Entfernung des Gases aus dem Magen verbunden ist (ROGOLSKY und VAN
KRUININGEN 1978). Verwunderlich ist der hdhere pH-Wert im Mageninhalt der Tiere mit
MMS. Da es sich bei SCFA mit einem pK, von ca. 4,8 um schwache Sduren handelt, wiirde
man einen niedrigeren pH-Wert als in der Kontrollgruppe erwarten. Eine mdgliche Erklarung
ware eine starke Abpufferung des Mageninhaltes durch abgeschluckte Saliva.

5.2.6 Laktatgehalt

ROGOLSKY und VAN KRUININGEN (1978) stellen in Mageninhalten der Tiere mit akuter
Magendilatation 9-mal hohere Laktatwerte fest als in einer gesunden Vergleichsgruppe. Zwar
liegen die Laktatwerte in der vorliegenden Arbeit in der Gruppe der Tiere mit MMS ebenfalls
um den Faktor 9 Uber den Werten der Kontrollgruppe, der Unterschied ist mit einem p =
0,105 aber nicht statistisch signifikant. Ein groRer Unterschied zwischen den beiden Arbeiten
liegt in der Hohe der absoluten Werte. So messen ROGOLSKY und VAN KRUININGEN
(1978) im Durchschnitt 67,6 mM/L Laktat im Mageninhalt der Tiere mit Magendilatation,
wahrend die Werte in der vorliegenden Arbeit mit 2,8 umol/ml deutlich unter diesen Werten
bleiben. Dieser Unterschied ist mit den unterschiedlichen Methoden der Laktatbestimmung
zu erklaren. In der vorliegenden Arbeit wurde ein enzymatischer Test eingesetzt, der nur das
L-Laktat erfassen kann. ROGOLSKY und VAN KRUININGEN (1978) bestimmen den
Laktatgehalt chromatographisch nach Methylierung, so dass die absoluten Werte nicht
miteinander verglichen werden kdnnen. Sowohl die gemessenen Laktatwerte als auch die
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mikrobiellen Ergebnisse lassen eine Beteiligung der Laktobazilen am MMS
unwahrscheinlich erscheinen.

5.3 Serologische Untersuchungen und Ergebnisse
531 Bestimmung des C-reaktiven Proteins (CRP)

In der vorliegenden Arbeit zeigten die Tiere mit MMS signifikant hohere CRP-Spiegel als die
Kontrollgruppe (s. 4.2.1, Abb.21 und 22). In Kenntnis der Pathophysiologie des MMS, im
Zuge dessen es zu massiven Verdnderungen an einer Vielzahl von Organsystemen kommt
(s. 2.5.2), konnte ein signifikanter Anstieg des CRP-Spiegels erwartet werden. Mit einem
Median von 19,89 pg/ml liegt die Konzentration der Tiere mit MMS zwar signifikant tber der
Konzentration der Tiere der Kontrollgrupe, befindet sich aber noch in dem fir das CRP
angegebenen Referenzbereich bis 20 pg/ml (KURIBAYASHI et al. 2003). Da es sich bei dem
MMS um ein perakutes Geschehen handelt, muf3 die Latenzzeit des CRP von vier Stunden
berucksichtigt werden (CASPI et al. 1987). Im Median wurden die Tiere zwei Stunden nach
Auftreten der ersten Symptome in der Klinik vorstellig, was die zum Teil sehr niedrigen CRP-
Konzentrationen von minimal 0,45 pg/ml in der Gruppe der Tiere mit MMS erklarbar macht.
Die in der Kontrollgruppe zum Teil hohen Konzentrationen von bis zu 167,04 ug/ml lassen
sich mit dem unspezifischen Anstieg des CRP auf jegliche Art von Noxe erklaren. Die
maximal gemessene Konzentration von 349,45 pg/ml in der Gruppe der Tiere mit MMS,
belegt die Aussage von YAMAMOTA et al. (1993), dass es beim Hund im Vergleich zum
Menschen zu einem moderateren Anstieg des CRP kommt. Des Weiteren sollte untersucht
werden, ob das CRP als prognostischer Parameter fiir das Outcome der Tiere eingesetzt
werden kann, wie es z.B. schon fiir den Plasmalaktat- (DE PAPP et al. 1999) und
Myoglobinspiegel (ADAMIK et al. 2005) im Blut sowie den 11-Dehydro-Thromboxan B2-
Kreatinin-Quotient im Urin (BALTZER et al. 2006) bekannt ist. Zwar lag der Median der
verstorbenen Tiere (35,72 (9,43-67,1) ug/ml) tber den Werten der Uberlebenden Tiere (7,17
(2,28-79,7) pg/ml), ein statistischer Unterschied konnte aber nicht festgestellt werden.
Aufgrund der ermittelten Daten erscheint das CRP als prognostischer Parameter beim MMS
nicht geeignet zu sein. Da es sich bei den verstorbenen Tieren aber nur um sieben
Individuen handelt, missten die Daten an einer gro3eren Stichprobenzahl Uberpruft werden.
Denkbar ware auch ein Einsatz, um den Verlauf der Erkrankung zu kontrollieren. Hierbei
misste allerdings der postoperative Anstieg des CRP-Spiegels bertcksichtigt werden
(YAMAMOTO et al. 1993).

5.3.2 Gesamtimmunglobulinkonzentration IgA, IgG, IgM

Die in der vorliegenden Arbeit signifikant hdheren Spiegel an Gesamtimmunglobulin A stellen
einen wirksamen Schutzmechanismus des Koérpers gegenliber den zu erwartenden Folgen
des MMS dar (s. 2.7.2.1). Hierbei ist zu berlcksichtigen, dass in den vorliegenden
Untersuchungen lediglich die Serum-lgA-Werte und nicht das sekretorische IgA gemessen
wurden. Obwohl die Hohe des Serum-IgA-Spiegels in der Regel dem des sekretorischen IgA
korreliert, ware eine Bestimmung des sekretorischen IgA im Magen- und Darminhalt von
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Tieren mit MMS in folgenden Arbeiten Uberlegenswert. Uren et al. (2003) wiesen in knock-
out Mausen, die keinen polymeren Immunglobulinrezeptor mehr besitzen, signifikant héhere
Serum-IgA-Werte nach als in Vergleichstieren. Bei dem IgA im Serum handelt es sich hierbei
v.a. um dimeres, aus der Lamina propria stammendes IgA. Eine Unterscheidung zwischen
monomeren und dimeren IgA im Serum mittels Western blot wurde in der vorliegenden
Arbeit nicht unternommen, hétte aber interessante Erkenntnisse uber die Herkunft der
Gesamtimmunglobuline erbracht. MESTECKY et al. (1999) berichten von B-1 Lymphozyten
der Lamina propria, die unspezifisches, polyreaktives Immunglobulin A produzieren. Dieses
stellt einen unspezifischen ersten Schutz gegen eindringende Pathogene dar, die auch beim
MMS eine wichtige Rolle spielen kdnnten. Der von KAWANASHI et al. (1983) beschriebene,
zytokinvermittelte switch von IgM- zu IgA-produzierenden Zellen kdnnte ebenfalls einen
Beitrag zu den signifikant erhdéhten IgA-Spiegeln geleistet haben.

Der von SCHREIBER et al. (1992) berichtete altersabhangige Anstieg des Serum-IgA-Titers
bei jungen Hunden, kann in der vorliegenden Arbeit unbertcksichtigt bleiben, da es sich bei
den untersuchten Tieren fast ausschlieRlich um ausgewachsene Hunde handelt. Ein Einfluf3
des Serum-IgA-Spiegels auf das Outcome der Tiere ist aufgrund der ermittelten Ergebnisse
auszuschlief3en.

Der Gesamtimmunglobulin G-Titer liegt sowohl in der Kontrollgruppe als auch in der Gruppe
der Tiere mit MMS im Referenzbereich (s. 4.2.2, Abb. 25), weist aber bei den Tieren mit
MMS die signifikant niedrigeren Werte auf. Im Zuge des MMS kommt es zu hypoxischen
Zustanden unter denen es, wie von BAYLOR et al. im Jahr 2003 nachgewiesen, zu einer
vermehrten bakteriellen Translokalisation kommt. Zusatzlich beschreiben PEYCKE et al.
(2005) eine Schadigung der Mukosa v.a. an distal gelegenen Darmabschnitten. Auch
FOSTER et al. (2003) erklaren die von ihnen gemessenen erhéhten IgG-Spiegel gegen
Nahrungsmittelbestandteile bei Tieren mit MMS mit einer Schadigung der
Schleimhautbarriere. Daher kommt es im Verlauf des MMS zu einer vermehrten
Antigenexposition, was den Verbrauch an Gesamtimmunglobulin G zur Folge hat (s. 2.7.2).
Da man in Allgemeinen davon ausgeht, dass es sich beim MMS um ein perakutes
Geschehen handelt, ist ein Anstieg des IgG-Spiegels nicht zu erwarten. Interessanterweise
zeigten die verstorbenen Tiere einen signifikant hoheren IgG-Spiegel als die Uberlebenden.
Auch wenn man von einer starkeren Antigenexposition bei diesen Tieren ausgeht, muss die
Schadigung schon Uber einen langeren Zeitraum bestand haben, da die Immunglobulin G-
Produktion erst nach einer Latenzzeit von ca. drei Wochen einsetzt. Dies wirde bedeuten,
dass bei den verstorbenen Tieren andere, evtl. pradisponierende, Uber einen langeren
Zeitraum bestehende, gastrointestinale Storungen vorlagen. BRAUN et al. (1996) konnten in
61 % der Jejunumbiopsien von Tieren mit MMS Hinweise auf eine IBD feststellen. Eine
andere Erklarung wére das Vorliegen eines chronischen MMS, wie es z.B. von LEIB et al.
(1987) schon beschrieben wurde. Da es sich bei den verstorbenen Tieren nur um sieben
Individuen handelt, sollten die Ergebnisse an einer grtReren Stichprobenzahl Uberprift
werden.
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Fur das Gesamtimmunglobulin M konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den Tieren
mit MMS und den Kontrolltieren ausgemacht werden. In Anbetracht des signifikanten
Verbrauchs an IgG, hatte man gerade aufgrund der pentameren Struktur des IgM ebenfalls
einen Abfall erwartet. Warum dieser nicht zu beobachten ist, kann vom Autor nicht erklart
werden. Ein Einfluss des Gesamtimmunglobulin M-Spiegels auf das Outcome der Tiere ist
anhand der ermittelten Ergebnisse auszuschlie3en.

5.3.3 IgA-, IgG- und IgM-Konzentrationen gegen ausgewahlte Antigene

Die IgA-, 1gG- und IgM-Titer gegen ausgewahlte Antigene wurden als REE/mg des
entsprechenden Gesamtimmunglobulins angegeben. Da davon auszugehen ist, dass bei
einem Tier mit niedrigem Gesamtimmunglobulinspiegel auch niedrigere Immunglobulin-
Werte gegen bestimmte Antigene vorzufinden sind, wurde diese Art der Darstellung gewahlt,
um den interindividuellen Schwankungen der Gesamtimmunglobulinspiegel Rechnung zu
tragen.

Bei den eingesetzten Antigenen kamen als Vertreter der Clostridiengruppe KUP von
Clostridium perfringens und die PLC von Clostridium perfringens (FLUKA, Buchs, Schweiz)
sowie ein KUP von Clostridium botulinum Typ C / D zum Einsatz. Clostridium perfringens
steht aufgrund seiner stark gasbildenden Eigenschaften im Verdacht zur Entstehung des
MMS beizutragen. Beim Hund sind bisher nur Intoxikationen mit BotNt C beschrieben
(BRUCHIM et al. 2006, FARROW et al. 1983, VAN NEES und VAN DER MOST VAN SPIJK
1986, DARKE et al. 1976). Da es zwischen Clostridium botulinum Typ C und D zu
Kreuzreaktionen kommt (THOMAS 1991), wurde in der vorliegenden Arbeit ein KUP aus
diesen beiden Serotypen eingesetzt. Als physiologischer Vertreter der Magenflora wurden
Laktobazillen ausgewdhlt. Hierbei wurden flr die Herstellung des Antigens, die Isolate aus
dem Mageninhalt verwendet. Das Rhodotorula mucilaginosa-Antigen wurde aufgrund des
signifikanten Unterschiedes in der Nachweishaufigkeit im Mageninhalt der Tiere mit MMS
und den Kontrolltieren verwendet. Da FOSTER et al. (2003) von einem signifikant héheren
IgG-Spiegel bei Tieren mit gastrointestinalen Stérungen gegenuber Futterantigenen
berichten, wurde Fleischpepton (FLUKA, BUCHS SCHWEIZ) als ein Marker der
immunologischen Reaktion auf Futtermittelbestandteile eingesetzt. Die ermittelten
immunologischen Ergebnisse der ausgewdahlten Antigene miissen aus mehreren Griinden
mit Vorsicht interpretiert werden. So liegen nur zu einer geringen Anzahl der untersuchten
Blutproben gepaarte bakterielle Ergebnisse des Mageninhalts vor (n = 43). Doch auch die
bakteriellen Ergebnisse des Mageninhaltes spiegeln nur einen winzigen Ausschnitt der
kompletten Magen-Darmflora wider. Da wahrend des in der Regel dreitdgigen postoperativen
Aufenthalts der Tiere nur in den wenigsten Fallen Kotproben zu gewinnen waren, wurde auf
eine Bestimmung der bakteriellen Flora im Kot verzichtet.

Im Vergleich der Uberlebenden und verstorbenen Tiere konnte flr keinen der bestimmten
Parameter ein signifikanter Unterschied festgestellt werden, so dass kein Zusammenhang
zwischen den Immunglobulinspiegeln gegen ausgewahlte Antigene des Mageninhaltes und
dem Outcome der Tiere gesehen werden kann.
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5331 IgA-Konzentration gegen ausgewahlte Antigene

Bei der Bestimmung der IgA-Titer konnte fiir alle eingesetzten Antigene, mit Ausnahme des
Rhodotorula mucilaginosa-Antigens, ein signifikanter Abfall in der Gruppe der Tiere mit MMS
festgestellt werden. Auch fir die IgA-Titer gegen Rhodotorula mucilaginosa zeichnet sich mit
einem p = 0,062 eine Tendenz in diese Richtung ab. Die signifikant niedrigeren IgA-Werte
lassen sich mit einem Verbrauch an Antikdrpern erklaren. Hierbei muss aber bertcksichtigt
werden, dass es sich bei den ermittelten Daten um einen Quotienten aus IgA-Titer gegen
das Antigen durch den Gesamtimmunglobulinwert handelt. MESTECKY et al. (1999)
berichten von B-Lymphozyten der Lamina propria, die unspezifisches, polyreaktives IgA
produzieren. Die ermittelten Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass es im Zuge des
MMS zu einer vermehrten Produktion unspezifischer, polyreaktiver IgA-Antikdrper kommt.
Dies wirde zu einer Beeinflussung der Ergebnisse durch den im Median signifikant hGheren
Divisor in der Gruppe der Tiere mit MMS flihren. Eine Unterscheidung in dimeres und
monomeres IgA, um Aussagen uber die Herkunft der Antikbrper machen zu kénnen, ware
demnach sinnvoll.

5.3.3.2 IgG-Konzentration gegen ausgewahlte Antigene

Bei 1gG gegen Clostridium perfringens konnte in der Gruppe der Tiere mit MMS ein
signifikanter Abfall verzeichnet werden, wahrend es zu einem signifikanten IgG-Anstieg in
dieser Gruppe gegen Laktobazillen und Rhodotorula mucilaginosa kommt. Gegen PLC von
Clostridium perfringens, Fleischpepton und Clostridium botulinum Typ C/ D lieRen sich keine
signifikanten Unterschiede der IgG-Titer zwischen den beiden Gruppen registrieren. Sowohl
ein antigenspezifischer Immunglobulinanstieg als auch ein Abfall sprechen fir eine
vermehrte Antigenexposition, die sich nur mit einer Schadigung der Blut-Darmschranke
erklaren lasst. Die von FOSTER et al. (2003) festgestellten erhéhten 1gG-Spiegel gegen
Rind, Schwein, Lamm, Soja, Getreide, Reis und Fisch bei Tieren mit gastrointestinalen
Stérungen lassen sich in der vorliegenden Arbeit nicht nachvollziehen. Laktobazillen und
Hefen, zwischen denen es auch zu Kreuzreaktionen kommen kann, gehdren zur
Kommensalflora, die das Immunsystem stimulieren. Clostridium perfringens und seine
Toxine dahingegen scheinen kein Kommensale der Magenflora des Hundes zu sein, so dass
sie Uber Immunglobuline abgefangen werden. Die gastralen bakteriellen Ergebnisse von
Clostridium perfringens und der Laktobazillen - bei beiden konnten keine signifikanten
Unterschiede in der Nachweishaufigkeit und in der Keimkonzentration zwischen den
Vergleichsgruppen festgestellt werden - erlauben keine Erklarung fiir die unterschiedlichen
Immunglobulintiterverlaufe. Der haufigere Nachweis von Rhodotorula mucilaginosa im
Mageninhalt der Tiere mit MMS erklart evtl. die hoheren 1gG-Spiegel in dieser Gruppe.
Hierbei muss es aber Uber einen langeren Zeitraum zu einer vermehrten Antigenexposition
gekommen sein. Bei der Bewertung der Ergebnisse ist aber zu beachten, dass die zur
Verfiigung stehenden bakteriologischen Daten sich lediglich auf die Magenflora beziehen
und somit nur einen verschwindend geringen Bruchteil der kompletten Magen-Darmflora
darstellen.
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5.3.3.3 IgM-Konzentration gegen ausgewahlte Antigene

Mit Ausnahme der PLC von Clostridium perfringens lassen sich gegen alle eingesetzten
Antigene signifikant niedrigere IgM-Titer in der Gruppe der Tiere mit MMS feststellen, was
sich mit einem Verbrauch von IgM gegen die vermehrt eingedrungenen Antigene erkléren
lant. Des Weiteren kommt es zytokinvermittelt zu einem switch IgM-produzierender zu IgA-
bildenden Zellen (KAWANISHI et al. 1983). Jedoch musste man in diesem Fall auch einen
Verbrauch des Gesamtimmunglobulins in der Gruppe der Tiere mit MMS erwarten. Warum
es gegen die PLC von Clostridium perfringens zu keinem signifikanten Verbrauch der
Antikérper kommt, kann vom Autor nicht erklart werden.

5.3.34 Weitere Vergleiche zu Rhodotorula mucilaginosa

Aufgrund des signifikant haufigeren Nachweises von Hefen im Mageninhalt der Tiere mit
MMS im Vergleich zur Kontrollgruppe wurden die Antikorpertiter Rhodotorula positiver Tiere
denen Rhodotorula negativer Tiere gegentibergestellt. Hierbei fielen signifikant héhere IgA-
und IgG-Titer gegen Rhodotorula mucilaginosa in der Gruppe Rhodotorula positiver Tiere
auf. Fur das IgM gegen Rhodotorula mucilaginosa war mit einem p = 0,095 eine Tendenz zu
niedrigeren Antikorperspiegeln in dieser Gruppe zu erkennen. Die immunologische
Auseinandersetzung der Rhodotorula positiven Tiere mit diesem Keim belegt, dass es sich
bei dem vermehrten Hefennachweis nicht um eine Kontamination handelt und unterstreicht
die Vermutung, dass es im Zuge des MMS zu einer Erhéhung der Schleimhautpermeabilitat
und dadurch zu einem vermehrten Antigentbertritt in die Blutbahn kommt. Wé&hrend die
signifikant hoheren IgG- und tendenziell niedrigeren IgM-Spiegel gegen Rhodotorula
mucilaginosa mit den bisher ermittelten serologischen Ergebnissen Ubereinstimmen, lasst
sich fur das IgA-anti-Rhodotorula mucilaginosa ein widersprichliches Ergebnis feststellen.
So zeigten die Tiere im Vergleich aller Blutproben tendenziell niedrigere IgA-Werte gegen
Rhodotorula mucilaginosa, wéahrend bei den Rhodotorula positiven Tiere im Vergleich zu den
Rhodotorula negativen Tieren signifikant hohere IgA-Spiegel gemessen wurden. Inwieweit
die divergierenden Ergebnisse mit der unterschiedlichen Probenherkunft zu erklaren sind,
kann nicht umfassend beantwortet werden.

5.34 Amylase-, Lipase- und Laktatbestimmung

Aus Kostengrinden und um eine gute Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu gewéhrleisten
wurden die Serumamylase-, Lipase- und Laktatwerte nur bei den in der Klinik fur Kleintiere
mit MMS eingelieferten Tieren sowie den Kontrolltieren des Apomorphinversuches bestimmt.
In der vorliegenden Arbeit wurden sowohl fur die Amylase als auch fiir die Lipase keine
signifikanten Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe und der Gruppe der Tiere mit MMS
ausgemacht. Auch beim Vergleich der Uberlebenden und verstorbenen Tiere war kein
Unterschied zu erkennen. Die fir die Serumlipase bestimmten Werte liegen sowohl in der
Kontrollgruppe als auch in der Gruppe der Tiere mit MMS Uber dem Referenzbereich, was
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auf die angewendete Messmethode zuriickzufihren ist. Eine Bestimmung der
Serumamylase und Serumlipase im Zuge des MMS erscheint demnach wenig sinnvoll.

In der vorliegenden Arbeit konnten in der Gruppe der Tiere mit MMS signifikant hdhere
Werte an Laktat gemessen werden als in der Kontrollgruppe (s. 4.2.4, Abb.72). Diese
gesteigerte Laktatproduktion ist mit den hypoxischen Bedingungen wéahrend des MMS zu
erklaren (WINGFIELD 1982). Im Vergleich der Uberlebenden und verstorbenen Tiere
konnten signifikant héhere Werte in der Gruppe der verstorbenen Tiere festgestellt werden
(s. 4.2.4, Abb.73). Die Bestimmung des Plasmalaktatspiegels stellt somit, wie auch schon
DE PAPP et al. (1999) gezeigt haben, einen sinnvollen Parameter dar, um die
Uberlebenschancen der Tiere mit MMS einzuschéatzen.

54 Fragebogen

Der Fragebogen wurde nicht nur an die Besitzer der Hunde mit MMS, die in der Klinik fur
Kleintiere der Universitat Leipzig vorstellig wurden, sondern auch an Zuchtvereine
pradisponierter Rassen, versand. Da hierdurch eine Vorselektion der beteiligten Tiere
stattfand, wurde auf eine Darstellung der Rassen verzichtet. Der Fragebogen sollte zum
einen die kritische Einschatzung der Ergebnisse ermdglichen sowie die Komplexitat des
MMS aufzeigen.

54.1 Alter der Tiere

Wie aus der Literatur bekannt ist, kann das MMS zwar in jedem Alter auftreten, es ist aber
gehauft bei alteren Tieren vorzufinden (BROCKMAN 2000, TODOROFF 1979, ELWOOD
1998, BREDAL 1998, THEYSE et al. 1998). Das Durchschnittsalter der betroffenen Tiere
wird von DE PAPP (1999) und von HELLWEG und ZENTEK (2005) mit 6,9 Jahren
angegeben. Die in der vorliegenden Arbeit ermittelten Ergebnisse untermaueren diese
Aussagen (s. 4.3.1). Das Durchschnittsalter der Tiere liegt mit einem Median von 7 Jahren
ebenfalls in dem aus der Literatur bekannten Bereich. Das haufigere Auftreten des MMS bei
alteren Tieren ist mit einer groReren Laxitat des Aufhangeapparates des Verdauungstraktes
zu erklaren (GLICKMAN et al. 2000Db).

54.2 Gewicht der Tiere

Beim MMS handelt sich um eine Erkrankung, die v.a. bei gro3wiichsigen Hunden auftritt.
Nach GLICKMAN et al. (1994) steigt das Risiko am MMS zu erkranken mit steigendem
Standardrassegewicht signifikant an. Da fur die Vergleichsgruppe der vorliegenden Arbeit
nur Zuchtvereine groRwuichsiger Hunderassen zur Mitarbeit aufgefordert wurden, konnte
kein signifikanter Gewichtsunterschied zwischen den beiden Gruppen festgestellt werden
(s. 4.3.2). Das einheitliche Gewicht der beiden Gruppen erlaubt eine gute Vergleichbarkeit
der Ergebnisse. Das von GLICKMAN et al. (1997), RAGHAVAN et al. (2004) und ELWOOD
(1998) beschriebene haufigere Auftreten bei untergewichtigen Tieren, wurde in der
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vorliegenden Arbeit nicht Gberprift. In einer Studie von HELLWEG und ZENTEK (2005), in
der 882 Hundebesitzer von Tiere mit MMS das Gewicht ihrer Tiere beschreiben, stufen 688
ihr Tier als normalgewichtig, 159 als dinn und 27 als Ubergewichtig ein. Acht Besitzer
machen keine Angaben. Bei diesen Ergebnissen muss beriicksichtigt werden, dass es sich
um subjektive Einschétzungen der Hundebesitzer handelt.

54.3 Geschlecht der Tiere

In der vorliegenden Arbeit konnte weder ein Einfluss des Geschlechts noch des Kastrations-
status der Tiere auf das MMS ausgemacht werden. Diese Ergebnisse decken sich mit den
Angaben in der Literatur, in der von den meisten Autoren eine Geschlechtspradisposition
verneint wird (THEYSE et al. 1998, GLICKMAN et al. 2000a, GLICKMAN et al. 1994,
ELWOOD 1998, BREDAL 1998, EGERTSDOTTIR und MOE 1995, BROOME und WALSH
2003, BREDAL 1998, MUIR 1982). Die von GLICKMAN et al. (1997), MEYER-
LINDENBERG et al. (1993) und NAGEL und NEUMANN (1992) festgestellte h&ufigere
Inzidenz méannlicher Individuen, wird von VICK und DOGE (1977) mit der haufigeren Haltung
mannlicher Tiere begrundet. THEYSE et al. (1998) und GLICKMAN et al. (1994) konnen in
Ubereinstimmung mit der vorliegenden Arbeit keinen EinfluB des Kastrationsstatus
ausmachen.

544 Zeitliches Auftreten erster Symptome
Zeit zwischen Auftreten der ersten Symptome und Vorstellung in der Klinik

Diese Frage wurde vermutlich aus Erinnerungsproblemen lediglich von 27 Hundehaltern
beantwortet. Laut Besitzerangaben lag die mediane Dauer vom Auftreten der ersten
Symptome bis zur Vorstellung in der Klinik bei 2 (1-3) Stunden. Minimal wurde eine
Zeitspanne von einer halben Stunde, maximal von 12 h angegeben. Uberraschenderweise
konnte zwischen den Uberlebenden und den verstorbenen Tieren kein signifikanter
Unterschied in den Zeiten bis zur Vorstellung in der Klinik festgestellt werden. Dies ist
vermutlich mit der geringen Zahl der verstorbenen Patienten zu begrinden, fir die Werte zu
dieser Fragestellung vorlagen.

Zeit zwischen letzter Futterung und Auftreten der ersten Symptome

Auch diese Frage wurde nur von 29 der 90 Besitzer beantwortet. Nach deren Angaben lag
die letzte Fitterung im Median 3 (1-4) Stunden zurlick. Als kirzeste Zeitspanne zwischen
Auftreten des MMS und der Fltterung wurde eine viertel Stunde, als langste 24 Stunden
angegeben. In einer Studie von HELLWEG und ZENTEK (2005) stellen von 882 befragten
Tierbesitzern lediglich 39 eine zeitliche Beziehung zwischen der Futteraufnahme und dem
Auftreten der Magendrehung her. Vier Besitzer sehen einen Zusammenhang zwischen der
Wasseraufnahme und dem Auftreten der Magendrehung. Die Zeitspanne zwischen der
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letzten Futterung und Auftreten der ersten Symptome stellt eine sehr wichtige Grof3e dar, da
sie sowohl die Magenflora als auch den pH-Wert im Magen erheblich beeinflusst.

5.4.5 Futtermenge
Futtermenge in g pro Tag

In der vorliegenden Arbeit konnte kein signifikanter Unterschied der aufgenommenen
Futtermenge pro Tag zwischen den Gruppen ausgemacht werden (s. 4.3.5). Die am Tag
verfltterte Menge an Futter hat demnach keinen Einfluss auf die Ausbildung des MMS.

Futtermenge in g pro kg Kérpergewicht

In der verfutterten Menge pro kg Korpergewicht konnte ebenfalls kein signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Gruppen ausgemacht werden (s. 4.3.5). Dieses Ergebnis
ist nicht weiter verwunderlich, wenn man bedenkt, dass sowohl in der verfltterten Menge pro
Tag als auch im Korpergewicht der Tiere kein wesentlicher Unterschied festzustellen war.

Futtermenge pro Mahlzeit und Anzahl der Fitterungen pro Tag

Bei der eingesetzten Futtermenge pro Mabhlzeit konnte ein signifikanter Unterschied
zwischen den beiden Gruppen festgestellt werden (s. 4.3.5). Dies ist mit der haufigeren
Futterung in der Gruppe der Tiere ohne MMS zu erklaren. Wahrend in dieser Gruppe die
Tiere im Median 2-mal taglich gefittert wurden, lag die Fitterungsfrequenz bei den Hunde
mit MMS bei nur einer Mahlzeit taglich (p = 0,001). Dies deckt sich mit Ergebnissen von
ELWOOD (1998), GLICKMAN et al. (1994) und GLICKMAN et al. (1997), die ebenfalls ein
gesteigertes Risiko bei einmaliger Fiitterung registrieren. Ahnliches berichten RAGHAVAN et
al. (2004), die ein gesteigertes Risiko bei einem steigendem Volumen der Mabhlzeit
ausmachen. Lediglich THEYSE et al. (1998) verneinen einen Einfluss der Fitterungs-
frequenz. Durch die einmalige Futterung muss der Magen grol3ere Volumina und ein
groReres Gewicht an Futter aufnehmen. Durch jahrelanges Anwenden dieses Fltterungs-
regimes kommt es vermutlich zu einer Uberdehnung des Halteapparates des Magens, was
die Tiere anfalliger fur eine Magendrehung macht. VAN KRUININGEN et al. (1987) konnten
an Magen von Tieren mit einmaliger Trockenfitterung signifikant hohere Residualvolumina,
héhere Gewichte und eine grol3ere Lange der Curvatura major feststellen. HALL et al. (1995)
registrierten in einer Untersuchung an 13 Tieren mit MMS signifikant langere
hepatogastrische Bander als in einer Kontrollgruppe. Ob diese Veranderung des
Aufhangeapparates lediglich eine Folge des MMS darstellt oder aber urséchlich an der
Entstehung des Krankheitsbildes beteiligt ist, konnte in dieser Untersuchung nicht endgiiltig
geklart werden. Histologisch wiesen die Bander keinen Unterschied zwischen Versuchs- und
Kontrollgruppe auf. Eine einmalige Futterung fiihrt nach VAN KRUININGEN et al. (1987) zu
keiner Beeinflussung der Magenmaoitilitdt sowie der Saureproduktion des Magens.
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5.4.6 Gastrointestinale Stérungen

Als Ausdruck einer gastrointestinalen Stérung wurden tber den Fragebogen Symptome wie
Diarrhoe, Vomitus und Flatulenz erfasst. In der Literatur existieren Angaben Uber ein
vermehrtes Auftreten gastrointestinaler Storungen in der Anamnese von Tieren mit MMS
(FUNKQUIST und GARMER 1967, BRAUN et al. 1996). HELLWEG und ZENTEK konnten
bei 166 von 882 Hunden mit MMS gastrointestinale Stdérungen in Form von Diarrhoe,
Vomitus und Flatulenz feststellen. BRAUN et al. (1996) registrieren in 61 % der
entnommenen Jejunumbiopsien von Tieren mit MMS Anzeichen einer IBD. In der
vorliegenden Arbeit konnte kein signifikanter Unterschied im Auftreten gastrointestinaler
Symptome zwischen der Gruppe der erkrankten Tiere und der gesunden Kontrollgruppe
ausgemacht werden (s. 4.3.7). Dies deckt sich mit Ergebnissen von ELWOOD (1998), der
ebenfalls keinen Zusammenhang zwischen dem Auftreten gastrointestinaler Symptome und
dem MMS sieht.

5.4.7 Sonstige Vorerkrankungen

Bei der Auswertung der sonstigen Vorerkrankungen muss bericksichtigt werden, dass
samtliche vom Besitzer angegebenen Krankheitskomplexe mit in die Auswertung
einbezogen wurden. So wurden von den Besitzern verschiedenste Krankheitsbilder wie
Prostataabszesse, Scheintrachtigkeiten, vorangegangene Magentorsionen, Fremdkorper-
ileus, Gastritis, Futtermittelallergien, Pankreatitis, Pankreasinsuffizienz, Huftgelenks- und
Ellenbogendysplasien, Mammatumore, Pyometra und Herzinsuffizienzen aufgezahlt. Hierbei
konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen ausgemacht werden (s.
4.3.8), was eine Beteiligung am MMS unwahrscheinlich macht.

5.4.8 Antibiotikumgaben

Uber die Besitzerbefragung wurde eine Applikation von Antibiotika im Zeitraum von drei
Monaten vor der Magendrehung bzw. vor Ausfiillen des Fragebogens erfasst. Durch die
Verabreichung der Antibiotika kénnte es zu einer Beeinflussung der Magen-Darmflora
kommen, was wiederum einen Einfluss auf die Entstehung des MMS haben kdnnte. In der
vorliegenden Arbeit konnte kein signifikanter Unterschied in der Verabreichung von
Antibiotika in einem Zeitraum von drei Monaten festgestellt werden (s. 4.3.9). Dies lasst eine
Beeinflussung des MMS durch Antibiotikumgaben unwahrscheinlich erscheinen.

5.4.9 Eingesetzte Futtermittel

Uber den Fragebogen wurde zwischen einer reinen Trockenfuttermittelfiitterung, einer reinen
Feuchtfuttermittelfitterung und einer Kombination aus beiden unterschieden. Die ermittelten
Daten (s. 4.3.10) erlauben es nicht, einen Zusammenhang zwischen dem eingesetztem
Futtermittel und dem Auftreten des MMS =zu ziehen. Den haufigen Einsatz der
Trockenfuttermittel erklaren BURROWS et al. (1985) mit dem Kostenvorteil gegentuber
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Feuchtfuttermitteln. Lange Zeit galten Trockenfuttermittel, die auf Getreide- oder Sojabasis
hergestellt wurden, als auslésendes Agens des MMS (VAN KRUININGEN et al. 1974).
Mittlerweile existiert eine Vielzahl von Studien, die diese Theorie widerlegen (RAGHAVAN et
al. 2004, RAGHAVAN et al. 2006, BURROWS et al. 1985). Die Zusammensetzung der
Inhaltsstoffe der Futtermittel wurde in der vorliegenden Arbeit nicht erfasst, so dass hierzu
keine Aussage getroffen werden kann. ELWOOD (1998) beschreibt ein gesteigertes Risiko
beim Einsatz eines einzigen Futtermittels. GLICKMAN et al. (2000b) sehen eine Reduktion
der Erkrankung, wenn Essensreste zugeflittert werden. Da die Anzahl der Tiere, die mit einer
Kombination gefuttert werden, in der Kontrollgruppe und in der Gruppe der Tiere mit MMS
keinen signifikanten Unterschied aufweist, kdnnen diese Thesen durch die erhobenen Daten
der vorliegenden Arbeit nicht bestatigt werden.

5.4.10 Futterung aus erhohter Schussel

Laut Glickman et al. (2000b) tragt die Futterung aus einer erhdhten Schissel Uber eine
vermehrte Aerophagie zum Entstehen des MMS bei. Die erhobenen Daten der vorliegenden
Arbeit widersprechen dieser Theorie, da sowohl in der Kontrollgruppe als auch in der Gruppe
der Tiere mit MMS gut 50 % der Hunde aus einer erhabenen Schissel gefittert werden.

5.4.11 Einfluss der FreRgeschwindigkeit

Wahrend THEYSE et al. (1998) und ELWOOD (1998) einen Zusammenhang der
FreRgeschwindigkeit auf die Ausbildung des MMS verneinen, sehen GLICKMAN et al.
(2000b) bei hoher FreRgeschwindigkeit ein gesteigertes Risiko fur grof3e Hunderassen, nicht
aber fur Riesenrassen. In der vorliegenden Arbeit konnten die Besitzer das FreRverhalten
ihrer Hunde in die Kategorien ,schnell*, ,normal“ und ,langsam® einteilen. Mit einem p =
0,062 zeigt sich fiur diese Fragestellung ein tendenzieller Einfluss der Fre3geschwindigkeit
auf die Ausbildung des MMS. In Anbetracht der kontroversen Meinungen in der Literatur
sollte dieses Ergebnis durch weiterfihrende Untersuchungen Uberprift werden. Bei der
Auswertung der Ergebnisse muss berlcksichtigt werden, dass es sich um eine rein
subjektive Einschatzung der Besitzer handelt und keine Zeitangaben vorgegeben waren.

5.4.12 Charakter der Tiere

In der vorliegenden Arbeit konnten die Hundehalter ihre Tiere anhand subjektiver Kriterien in
die Kategorien ,ausgeglichen, ruhig“ und ,&ngstlich, nervés* einteilen. Hierbei muss bertick-
sichtigt werden, dass die meisten Tierbesitzer ihre Tiere eher als ruhig und ausgeglichen
bezeichnen, wodurch eine Verféalschung der Ergebnisse mdglich ist. Da aus der Literatur
bekannt ist, dass Stress Uber eine Hemmung der Magenmotilitdt zur Entstehung des MMS
beitragt (GLICKMAN et al. 1997, BURROWS und IGNASZEWSKI 1990, ELWOOD 1998),
hatte man einen gréReren Anteil angstlicher und nervéser Hunde in der Gruppe der Tiere mit
MMS erwartet, wie es z.B. in Arbeiten von GLICKMAN et al. (1997, 2000a, 2000b) berichtet
wird. In der vorliegenden Arbeit konnten keine signifikanten Unterschiede in der Verteilung
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der Charaktere bei Kontrolltieren und Tieren mit MMS festgestellt werden (s. 4.3.13). Diese
Ergebnisse stitzen die Aussage von ELWOOD (1998), der keinen Zusammenhang zwischen
dem Temperament des Hundes und dem Auftreten des MMS sieht.
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6 Zusammenfassung
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Untersuchungen zum Magendilatations-Magendrehungssyndrom des Hundes in Beziehung
zur Magenflora unter besonderer Berlicksichtigung toxinogener Clostridien

Institut fur Bakteriologie und Mykologie, Veterindrmedizinische Fakultat, Universitat Leipzig
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Schlusselwdrter: Magendilatations-Magendrehungsyndrom, Magenflora, Clostridientoxine,
Rhodotorula mucilaginosa, Clostridium perfringens, Immunantwort

Das MMS stellt eine lebensbedrohliche Erkrankung groRBwichsiger Hunde dar. Die
ansteigenden Inzidenzzahlen der letzten Jahre, die ungeklarte Atiologie sowie die hohe
Mortalitatsrate rechtfertigen weitere Untersuchungen zu diesem Krankheitskomplex.

Daher wurden in der vorliegenden Arbeit Mageninhalte (30 Tiere mit MMS / 13 Kontrolltiere)
und Blutproben (102 Tiere mit MMS / 116 Kontrolltiere) mikrobiologisch, biochemisch (kurz-
kettige Fettsauren, Amylase, Lipase, Laktat, pH) und immunologisch (BotNt, CRP, Gesamt-
immunglobuline, IgA-, 1IgG- und IgM-Spiegel ausgewahlter mikrobieller Antigene) untersucht.
Die Untersuchung des Mageninhaltes der Tiere mit MMS erbrachte signifikant gesteigerte
Nachweishaufigkeiten fir Hefen, hier v.a. von Rhodotorula mucilaginosa. Ob diese allerdings
ursachlich an der Entstehung des MMS beteiligt sind oder aber eine Folge der veranderten
Milieubedingungen darstellen, muss durch weitere Untersuchungen abgeklart werden. Des
Weiteren konnten in der Gruppe der Tiere mit MMS signifikant gesteigerte pH-Werte sowie
signifikant erhdéhte Mengen an Acetat, Butyrat und Gesamtfettsauren im Vergleich zu den
Kontrolltieren festgestellt werden. Die gesteigerte bakterielle Fermentation, die urséchlich mit
der Entstehung des MMS zusammenhangen durfte, ist vermutlich auf ein gesteigertes
Vorkommen gasbildender Kokken zuriickzufihren. Ein Einfluss von Clostridium perfringens
an der Entstehung des MMS lasst sich anhand der ermittelten bakteriologischen Ergebnisse
nicht belegen.

BotNt haben nach den in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Daten keinen Einfluss auf die
Entstehung des MMS.

Serologisch konnten in der Gruppe der Tiere mit MMS signifikant erhdhte CRP-Spiegel
gemessen werden. Das CRP lie3 aber keine prognostische Aussage Uuber die
Uberlebenschancen der Tiere zu. Der erhohte Gesamtimmunglobulin A-Spiegel, bei
signifikant erniedrigtem Gesamtimmunglobulin  G-Titer weist auf eine vermehrte
Auseinandersetzung mit Antigenen hin, die Uber die geschadigten Schleimhaute eindringen
konnen. Wahrend der Serumlaktatspiegel eine prognostische Aussage uber das Outcome
der Tiere erlaubt, erscheint eine Bestimmung der Amylase und Lipase beim MMS nicht
sinnvoll.

Uber einen Fragebogen konnte ein gesteigertes Risiko mit zunehmendem Alter, steigender
Futtermenge pro Mahlzeit und niedriger Fitterungsfrequenz ermittelt werden. Eine
gesteigerte FreRgeschwindigkeit bt einen tendenziellen Einfluss auf die Ausbildung des
MMS aus. Keinen Einfluss dahingegen haben das Geschlecht und der Charakter der Tiere,
bestehende gastrointestinale Stérungen sowie vorangegangene Antibiotikumgaben.
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The gastric dilatation volvolus syndrome (GDVS) represents a life-threatening iliness in large
canines. The growing incidences over the last years and the unknown etiology and the high

mortality rate require further studies of this disease.

In the present study, stomach contents (30 animals with GDVS / 13 control animals) and
blood samples (103 animals with GDVS / 116 control animals) were examined
microbiologically, biochemically (small-chain fatty acids, amylase, lipase, lactate, pH) and
immunologically (BotNt, CRP, total immunoglobulins, IgA-, IgG- and IgM-levels of selected

microbial antigenes).

The examination of the stomach contents of GDVS animals detected significantly higher
frequencies for yeasts, especially for Rhodotorula mucilaginosa. Whether these are involved
in the pathogenesis of the GDVS, or are a result of the changes in the gastric milieu has to
be further investigated. Furthermore, in comparison with control animals, significantly higher
pH-levels and significantly elevated levels of acetate, butyrate and total fatty acids could be
detected in animals with GDVS. The increased bacterial fermentation which is most likely
associated with the development of GDVS is most likely connected to an increased
occurrence of gasbuilding coccobacteria. An influence of Clostridium perfringens on the

etiology of GDVS could not be validated by the acquired bacteriological results.

According to the data of the present study, BotNt have no influence on the development of
GDVS.

Significantly higher CRP-levels were serologically measured in the animal group with GDVS.
However, CRP-values could not be linked to the prognosis of the survival rate of the animals.
Elevated levels of total immunoglobulin A in combination with significantly decreased total
immunoglobulin G titers indicate an increased immune reaction towards antigens that enter

via the compromised gastric mucosa. Whereas serum lactate levels allow a prognostic
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statement regarding the outcome of the animals, the measurement of amylase and lipase
seems not to be useful in animals with GDVS.

With a questionnaire, an increased risk could be detected with increasing age, larger
amounts of food per feeding and lower feeding frequency. Faster food intake tends to result
into a more likely development of GDVS. Gender and character of the animals, present
gastrointestinal disorders or previous application of antibiotics seem not to have an influence
on the etiology of GDVS.
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9 Anhang

Anaerobier-Arbeitsstation
MAKS MG 500, DON WHITLEY SCIENTIFIC, Shipley, England

Anaerobierkit
Anaerocult® A, MERCK KgaA, Darmstadt

Anaerobiertopfe
MERCK KgaA, Darmstadt

Apomorphin-Injektionslésung, 1ml
TECLAPHARM, Lineburg

Bovines Serumalbumin (BSA)
FLUKA, Buchs, Schweiz

Casein
SIGMA-ALDRICH, Taufkirchen

Citrat-Azid-Tween-Carbonat-Agar

SIFIN, Berlin

Caseinpepton 15049
Hefeextrakt 509
Kaliumdihydrogenphosphat 509
Natriumcitrat 1509
Natriumcarbonat 20g
2,3,5-Triphenylterazoliumchlorid 01g9
Natriumazid 0449
Agar 120g

54,5 g des Nahrmediums wurden in 1 | Aqua dest. suspendiert und 1 ml Tween 80 zugefigt.
Die Suspension wurde unter Ruhren bis zum vollstandigen Ldsen vorsichtig erhitzt und nach
dem Abkuhlen vergossen.
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Clostridial-Differential-Bouillon (D-RCM)

OxolDb, Wesel

Pepton (Casein) 509
Pepton (Fleisch) 5049
Fleischextrakt 8,09
Hefeextrakt 10g
Starke 10g
D (+)-Glucose 10g
L-Cysteiniumchlorid 0,59
Natriumacetat 5049
Natriumdisulfit 0,59
Ammoniumeisen(lll)-citrat 0,59
Resazurin-Natrium 2,0 mg

27,5 g des Nahrmediums wurden in 1 | Aqua dest. vollstandig gel6st, der pH-Wert auf 7,1
eingestellt, die Suspension in Réhrchen abgefullt und fur 15 Minuten bei 121 T autoklaviert.

Columbia-Blutagarplatte
Columbia-Blutagar mit 5% Schafblut, BIOMERIEUX, Nirtingen.

CRP-Standard
Als Standard fir die Bestimmung des CRP wurde ein laborinterner Standard mit 84 upg CRP /
ml verwendet.

Dialysierschlauch
Trenngrenze 12 bis 14 kDa, NEOLAB, Heidelberg

EDTA Dinatriumsalz Dihydrat
CARL ROTH GMBH, Karlsruhe

Eigelb-Laktose-Agar

20 g Einfachagar (N&hragar 1) wurden in 450 ml Aqua dest. fir 1 h im Dampftopf gel6st und
anschlieRend fur 15 Minuten bei 121 C autoklaviert. Danach erfolgte der Zusatz von 5 g
Laktose und 5 ml 0,4% Bromkresolpurpur. Nach erneutem Ldsen der zugegebenen
Substanzen fur 30 Minuten im Dampftopf, wurde nach dem Abklhlen 30 ml Eigelb-Emulsion
zugegeben und der Agar gegossen.
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Eisen-Zweizucker-Agar nach Kligler

SIFIN, Berlin

Pankreatisches Pepton 23,09
Hefeextrakt 3,049
Glucose 10g
Lactose 10,09
Eisen(ll)-sulfat 0,29
NacCl 509
Natriumthiosulfat 0,39
Phenolrot 0,059
Agar 7049

49,6 g des vorgefertigten Nahrbodens wurden in 1000 ml Aqua dest. suspendiert und bis
zum vollstdndigen Ldsen im Dampftopf erhitzt. Nach dem Autoklavieren fir 15 Minuten bei
121 <€ wurde der Agar in Reagenzrohrchen vergossen und als Schrdgagar erstarren
gelassen.

Elisaplatten
Costar®, 96-well, Flachboden-Elisaplatten, hoch bindend, Polystyrene, CORNING, New York,

USA

ELISA-Reader
Anthos ht (lIl), ANTHOS LABTEC INSTRUMENTS, Wals, Osterreich

Fetales Kalberserum
BiocHROM AG, Berlin

Harnstoff-Indol-Beweglichkeitsmedium (HIB)

SIFIN, Berlin

Caseinpepton 7049
Fleischpepton 509
Gelatinepepton 5049
Hefeextrakt 3,09
NacCl 509
L-Tryptophan 0,59
Bromthymolblau 25¢

2,8 g des vorgefertigten Nahrbodens wurden in 100 ml Aqua dest. suspendiert und bis zum
vollstandigen Loésen erhitzt. Nach dem Autoklavieren fur 15 Minuten bei 121 T, wurde der
abgekuhlten Suspension eine Flasche Harnstofflosung zugesetzt, gut gemischt und in
Rohrchen abgefiillt.
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Hungate-Rohrchen
Kulturréhrchen fur anaerobes Arbeiten, Glasgeratebau Ochs GmbH, Bovenden — Lenglern.

Kanamycin-Asculin-Azid-Agar

SIFIN, Berlin

Pankratisches Pepton (Casein) 20,049
Hefeextrakt 509
NacCl 509
Asculin 109
Natriumcitrat 10g
Ammoniumeisen(lll)-citrat 0,59
Natriumazid 0,159
Kanamycinsulfat 0,02¢g
Agar 10,09

42,7 g des Nahrbodens wurden in 1 | Aqua dest. eingewogen und der pH-Wert auf 7,1
eingestellt. Die Suspension wurde fir 12 Minuten bei 121 < autoklaviert und nach
Abkiihlung in Petrischalen vergossen.

Kaninchen-anti-lgG (Hund)
13,9 mg/ml, BETHYL LABORATORIES INC., Montgomery, USA

Kaninchen-anti-lgG (Hund)-POD
0,8 mg/ml, DIANOVA, Hamburg

Laktobazillen-Agar nach de Man, Rogosa, Sharpe (MRS  -Agar)

SIFIN, Berlin

Caseinpepton 10,0g
Fleischextrakt 8,09
Hefeextrakt 4049
Glucose 20,09
Natriumacetat 509
Dikaliumhydrogenphosphat 209
Diammoniumhydrogencitrat 2049
Magnesiumsulfat 0,29
Mangansulfat 0,059
Agar 11,09

62,3 g des Nahrbodens wurden in einem Liter Aqua dest. suspendiert und bis zum
vollstéandigen LOsen erhitzt. Es wurde 1 ml Tween 80 zugesetzt und die Losung fur 15
Minuten bei 121 T autoklaviert.
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Bei einer Temperatur von ca. 50 T wurde die Loésung unter sterilen Bedingungen
in Agarplatten ausgegossen.

Lyophylle
Alpha 1-2, CHRIST, Osterode

Mikrotiterplatte
96-well, produktsteril, maschinensteril, U-Form, Rundboden (330 pl), MEUS SRL, Piove di
Sacco, Italien

NaHCOs-Adsorptionspuffer

FLUKA, Buchs, Schweiz

Zur Herstellung einer 0,1 M Lésung wurden 4,2 g NaHCO; in 500 ml sterilem Aqua dest.
gelost.

Neomycin-Natriumdesoxycholat-Medium

Tryptisches Pepton (Bacto) 10,0g
NacCl 3,049
NaH,PO, x H,O 20g
Fleischextrakt 3,049
Dextrose 6,09
Tween 80 0,2 ml
Agar 15,09
Salzlésung B 2,5 mi
Hefeextrakt 4049
Aqua dest. Ad 1,01

Bei der Stamml6ésung wurde der pH auf 7,5 eingestellt und das Medium fur 20 Minuten bei
121 € autoklaviert. Auf 500 ml der Losung wurden 125 mg Cystin, das in HCI vorgeldst
wurde, zugesetzt und der pH-Wert auf 7,2 eingestellt. Nach 20 Minuten im Dampftopf wurde
bei einer Temperatur von ca. 50 T 50 ml steriles R inderblut, 50 mg Neomycin und 100 mg
Natriumdesoxycholat hinzugegeben und der Agar in Petrischalen gegossen.

Neomycin-Polymyxin-Agar (NEO/P)

Als Stammlésung wurden 18 g Einfachagar in 500 ml Aqua dest. suspendiert und 2,5 g
Glucose zugesetzt. Nachdem die Lésung 15 Minuten bei 121 T autoklaviert wurde, wurden
unter sterilen Bedingungen 500 ml Polymyxin B, 100 mg Neomycin und 25 ml Rinderblut
zugegeben. Nach kraftigem Schiitteln wurde der Agar in Petrischalen gegossen.

Oxidasesteststreifen
Bactident ®, MERCK KgaA, Darmstadt.
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PBS nach Dulbecco

10 x Stammldésung

NacCl, wasserfrei 80,09
KH,PO,, wasserfrei 2049
Na,HPO, x 12 H,O 29,09
KCI, wasserfrei 209
Aqua dest. Ad 1,01

Nachdem der pH-Wert auf 7,35 eingestellt wurde, wurde die Stammldésung autoklaviert
(121 <€, 20 min). Die Gebrauchslosung erhielt man d urch eine 1:10 Verdinnung mit Aqua
dest.

pH-Elektrode
EGA 501 pH-Einstabmesskette , mikro, Sensortechnik MEINSBERG GmbH, Meinsberg

pH-MeRgeréat
MV 88 Prazisions-Labor-pH-Messgerét, PRACITRONIC, Dresden

Phosphat-Citrat-Substratpuffer

48,5 ml einer 0,1 M Zitronensaure wurden mit 51,5 ml einer 0,2 M Na,HPO,4-Ldsung versetzt.
Nach Einstellung des pH-Wertes auf 5, wurden 50 pl einer 30 % H,O,-L6sung zugegeben.

Phosphatpuffer nach Sérensen

KH,PO, 4549
Na,HPO, x 2 H,O 6,09
Agarwasser 2,5 % 40,0 ml
Cystin (in HCL vorgeldst) 0,59
Na,SO; (in Aqua bidest. vorgeldst) 300,0 mg
Aqua dest. Ad 1,01

Nachdem der pH-Wert auf 6,8 eingestellt wurde, wurde die Stammldsung autoklaviert
(121 <C, 20 min). Danach wurde der Puffer zu je 4,5 ml in Reagenzglaser abgefillt und diese
im Dampftopf fir 10 min Gbersterilisiert.

Plattenmikroskop
Typ 102, NIKON GmbH, Dusseldorf
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Reinforced Clostridial Medium (RCM, Medium P)

SIFIN, Berlin

Fleischextrakt 10,0g
Pepton 10,09
Hefeextrakt 3,09
l6sliche Starke 10g9
Gucose-Monohydrat 509
Cysteinhydrochlorid 0,59
Natriumchlorid 509
Natriumacetat 3,09
Agar 0,59

39 g des Substrates wurden in 11 Aqua dest. suspendiert und bis zum vollstdndigen Ldsen
erhitzt. Nach Einstellung des pH-Wertes auf 6,8 wurde die Suspension fur 15 Minuten bei
121 <C autoklaviert.

Sabouraud- 4 % Glucose-Agar

SIFIN, Berlin

Pankreatisches Pepton (Casein) 5049
Pankreatisches Pepton (Fleisch) 509
Glucose 40,0 g
Agar 15,09

65 g des fertigen Nahrbodens wurden in 1 | Aqua dest. eingewogen und im Dampftopf bei
100 <C Uber 45 Minuten vollstandig geldst. Nachdem der pH-Wert auf 5,6 eingestellt wurde,
wurden 40.000 IE Streptomycinsulfat und 20.000 IE Penicillin G zugesetzt und der Agar in
Petrischalen vergossen.

Selektivnahrmedium fiir Bifidobakterien

Agar 10,09
Pepton aus Casein 9,09
NacCl 3,09
Na,HPO, x 2 H,O 20g
Fleischextrakt 3,09
Hefeextrakt 4049
Tween 80 0,5ml
Agar (Bacto) 10,0g
Salzlésung B 2,5 mi

Aqua dest. Ad 1,01
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Diese Stammlosung wurde fir 10 Minuten bei 121 €T autoklaviert und anschlieRend
folgende Substanzen zugesetzt, wobei auf die Einhaltung der Reihenfolge zu achten war.

Glukose 509
Bromkresolgrin-L6sung 2,5 ml
Neutralrot-Ldsung 1,0 mi
Cystin (in HCI vorgeltst) 250,0 mg
Cystein 250,0 mg
Natriumacid 180,0 mg

Die Losung wurde fur 20 Minuten im Dampftopf autoklaviert und nach Abkihlung in
Agarplatten vergossen.

Standard IgA
Referenzserum Hund, 1,5 mg/ml, BETHYL LABORATORIES INC., Montgomery, USA

Standard 1gG
Affinitatschromatographisch gereinigtes 1gG, 1,54 mg/ml, DR. SCHROEDL; INSTITUT FUR
BAKTERIOLOGIE UND MYKOLOGIE, Universitat Leipzig

Standard IgM
Referenzserum Hund, 1,8 mg/ml, BETHYL LABORATORIES INC., Montgomery, USA

Tetramethylbenzidin (TMB)
FLUKA, Buchs, Schweiz

kTM

Top-Bloc
SIGMA-ALDRICH, Taufkirchen

Tween 20
FLukA, Buchs, Schweiz

Tween 80
FLUKA, Buchs, Schweiz

Wasserblau-Metachromgelb-Agar nach Gassner, modifiz  iert

SIFIN, Berlin

Pankreatisches Pepton (Fleisch) 4,49
Pankreatisches Pepton (Gelatine) 4,49
Hefeextrakt 2,79
Lactose 10,09

Saccharose 10,0g
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NacCl 509
Metachromgelb 0,89
Wasserblau 049
Agar 10,09

47,7 g des vorgefertigten Nahrbodens wurde in 1 | kochendem Aqua dest. geldst und der pH-
Wert auf 7,0 eingestellt. Die Lésung wurde fir 20 Minuten bei 121 <C autoklaviert und nach
Abklhlung in Agarplatten vergossen.

Zentrifugenfilter
Vivaspin 500, VWR, Berlin

Zentrifugenréhrchen, 15 ml
Gammasterilisiert, pyrogenfrei, TPP AG, Trasadingen, Schweiz

Zentrifugenréhrchen, 50 ml
Gammasterilisiert, pyrogenfrei, TPP AG, Trasadingen, Schweiz

Ziege-anti-IgA (Hund)
30 mg/ml, BETHYL LABORATORIES INC., Montgomery, USA

Ziege-anti-IgA (Hund)-POD
1 mg/ml, BETHYL LABORATORIES INC., Montgomery, USA

Ziege-anti-CRP (Hund)
6 mg/ml, BETHYL LABORATORIES INC., Montgomery, USA

Ziege-anti-CRP (Hund)-POD
1 mg/ml, BETHYL LABORATORIES INC., Montgomery, USA; POD-Markierung durch Herrn Dr.
Schroedl, Institut fir Bakteriologie und Mykologie, Universitat Leipzig

Ziege-anti-IgM (Hund)
18,2 mg/ml, LABORATORIES INC., Montgomery, USA

Ziege-anti-IgM (Hund)-POD
1 mg/ml, LABORATORIES INC., Montgomery, USA



132

Tab.22: Tiere mit MMS

RhodeS|an Rhidgeback

30 09.1998

Deutsche Dogge

01.01.1995

+

Deutscher Schaferhund

12.05.2001

Rhodesian Rhidgeback

15.07.1997

+ [

Deutscher Schaferhund

01.03.1995

Barsoi

09.12.2004

Deutscher Schaferhund

1.11.2001

Deutsche Dogge

01.01.1995

+ 4|+

Deutscher Schaferhund

09.02.1992

Deutscher Schaferhund

24.12.2003

Kuvacz

01.011996

Fila Brasiliero

27.01.1996

Deutsche Dogge

21.09.1999

Dobermann

01.11.1994

Hovawart

18.03.1995

[+ [+ ||+

Riesenschnauzer

28.06.1997

Deutsche Dogge

01.01.2002

Riesenschnauzer

01.01.2005

Dobermann

18.06.1992

Deutscher Schaferhund

28.05.1998

Deutscher Schaferhund

05.02.1997

Deutsche Dogge

07.08.2002

Dobermann

16.03.1997

|+ |+ ]|+ +]

Deutsche Dogge

10.03.2000

Deutsche Dogge

15.11.2002

Deutsch Drahthaar

28.03.1998

Berner Sennenhund

09.10.2003

Deutscher Schaferhund

24.06.1999

Deutsche Dogge

01.01.2005

Dobermann

+ = (berlebt - = verstorben

31.03.1999

w = weiblich m = mannlich  wk = weiblich

,%33335,%33335;353,%5éaaaéééséééé_

kastriert

mk = mannlich kastriert

|+ [+ |+
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Tab.23: Kontrolltiere, Mageninhalt

Labrador

25 10.2001

Labrador

25.10.2001

Labrador

25.10.2001

Labrador

25.10.2001

Beagle

23.01.2000

Beagle

20.01.2000

Beagle

23.01.2000

Beagle

25.01.2000

Beagle

11.02.2000

Beagle

31.01.2000

Beagle

21.02.2000

Beagle

24.02.2000

w = weiblich

Beagle

m = mannlich

28.01.2000

wk = weiblich

kastriert

mk = mannlich kastriert
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Tab.24: Kontrolltiere, Mikrobiologische Ergebnisse und pH-Wert Mageninhalt

log 1o/ g FM

Aerobe GKZ
Anaerobe GKZ
Negative aerobe GKZ
Laktobazillen
Clostridium perfringens
Enterokokken

Laufende Nr. Outcome

R o I R o R o o o o T o

PR
DIRIE|B|o|e~N|oju|~wN (e

Bifidibakterien und Bacteroides-Spezies konnten in keiner der Proben nachgewiesen
werden (Nachweisgrenze <10 % Keime pro g FM).

+ = Uberlebt - = verstorben

n.n. = nicht nachweisbar (Nachweisgrenze <10 ? Keime pro g FM)
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Tab.25: Tiere mit MMS, Mikrobiologische Ergebnisse und pH-Wert Mageninhalt

log 1o/ g FM

Aerobe GKZ
Anaerobe GKZ
Negative aerobe GKZ
Laktobazillen
Clostridium perfringens
Enterokokken

Laufende Nr. Outcome

+ |+

=+ |1

+ |+ [+

4|+ [+ |+ ]|+ ]

[+ [+ [+ ]+ ]

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30

[+

Bifidibakterien und Bacteroides-Spezies konnten in keiner der Proben nachgewiesen
werden (Nachweisgrenze <10 % Keime pro g FM).

+ = Uberlebt - = verstorben

n.n. = nicht nachweisbar (Nachweisgrenze = 10 2 Keime pro g FM)
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Tab.26: Kontrolltiere, Fettsaure- und Laktatwerte M ageninhalt

umol/g pmol/ml

Propionat
Andere FS

Laufende Nr. j| Outcome

(9]
L
E
@
0
[}
O

Laktat

R o I B o B o o o o o o

+ = Uberlebt - = verstorben
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Tab.27: Tiere mit MMS, Fettsédure- und Laktatwerte M ageninhalt

umol/g pumol/ml

Propionat
Andere FS
Gesamt-FS

Laufende Nr. J| Outcome Laktat

+ |+

=+ |

+ 4|+

[+

4|+ [+ [+ [+ ]+

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30

[+

+ = Uberlebt - = verstorben
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Tab.28: Kontrolltiere, Gesamtimmunglobulin A, G, M und CRP im Serum

Laufende Nr. IgA IgG IgM .

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
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Tab.29: Tiere mit MMS, Gesamtimmunglobulin A, G, M und CRP im Serum

Laufende Nr. j| Outcome

+|+

+ |

++ |+ ]

+ 4|+ [+ ]+ +]

[+

|||+

+|+ |
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Laufende Nr. jl Outcome IgA I9G IgM u




Laufende Nr. jj Outcome IgA

+ = Uberlebt - = verstorben
k.A. = keine Angaben
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Tab.30: Kontrolltiere, Immunglobulin A-Titer gegen ausgewahlte Antigene

REE/mg IgA

botulinum
mucilaginosa

Clostridium
perfringens
Clostridium
Clostridium
perfringens
Fleischpepton
Rhodotorula
Laktobazillen

Laufende Nr.

25,62
72,26
10,92

34,79
8,89
9,11

10,95

20,02
8,04
9,33
12,11
13,80

184,31

111,59

136,88
69,18

320,10

401,77

272,16
52,49
99,32

200,99

102,04
85,73
87,50

111,93
85,54

195,80

148,86

110,54

213,08

202,12

447 77

442,25

103,15

147,38

259,21

269,65

1587,74
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REE/mg IgA

perfringens
Clostridium
botulinum
Clostridium
perfringens
mucilaginosa
Laktobazillen

Clostridium
Fleischpepton
Rhodotorula

Laufende Nr.
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REE/mg IgA

perfringens
Clostridium
botulinum
Clostridium
perfringens
mucilaginosa
Laktobazillen

Clostridium
Fleischpepton
Rhodotorula

Laufende Nr.
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Tab.31: Tiere mit MMS, Immunglobulin A-Titer gegen  ausgewahlte Antigene

REE/mg IgA

botulinum
mucilaginosa

Clostridium
perfringens
Clostridium
PLC-
Clostridium
perfringens
Fleischpepton
Rhodotorula
Laktobazillen

Laufende Nr.

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
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REE/mg IgA

perfringens
Clostridium
botulinum
PLC-
Clostridium
perfringens
mucilaginosa
Laktobazillen

Clostridium
Fleischpepton
Rhodotorula

Laufende Nr.
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REE/mg IgA

perfringens
Clostridium
botulinum
Clostridium
perfringens
mucilaginosa
Laktobazillen

Clostridium
Fleischpepton
Rhodotorula

Laufende Nr.
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Tab.32: Kontrolltiere, Immunglobulin G-Titer gegen ausgewahlte Antigene

REE/mg IgG

Clostridium
perfringens

Clostridium
perfringens
Clostridium
botulinum
Fleischpepton
Rhodotorula
mucilaginosa
Laktobazillen

Laufende Nr.
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REE/mg IgG

perfringens
Clostridium
botulinum
Clostridium
perfringens
mucilaginosa
Laktobazillen

Clostridium
Fleischpepton
Rhodotorula

Laufende Nr.
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REE/mg IgG

perfringens
Clostridium
botulinum
Clostridium
perfringens
mucilaginosa
Laktobazillen

Clostridium
Fleischpepton
Rhodotorula

Laufende Nr.
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Tab.33: Tiere mit MMS, Immunglobulin G-Titer gegen  ausgewahlte Antigene

REE/mg IgG

Clostridium
perfringens

Clostridium
perfringens
Clostridium
botulinum
Fleischpepton
Rhodotorula
mucilaginosa
Laktobazillen

Laufende Nr.
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REE/mg IgG

perfringens
Clostridium
botulinum
Clostridium
perfringens
mucilaginosa
Laktobazillen

Clostridium
Fleischpepton
Rhodotorula

Laufende Nr.
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REE/mg IgG

perfringens
Clostridium
botulinum
Clostridium
perfringens
mucilaginosa
Laktobazillen

Clostridium
Fleischpepton
Rhodotorula

Laufende Nr.
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Tab.34: Kontrolltiere, Immunglobulin M-Titer gegen ausgewahlte Antigene

REE/mg IgM

Clostridium
perfringens

Clostridium
perfringens
Clostridium
botulinum
Fleischpepton
Rhodotorula
mucilaginosa
Laktobazillen

Laufende Nr.
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REE/mg IgM

perfringens
Clostridium
botulinum
PLC-
Clostridium
perfringens
mucilaginosa
Laktobazillen

Clostridium
Fleischpepton
Rhodotorula

Laufende Nr.
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REE/mg IgM

perfringens
Clostridium
botulinum
PLC-
Clostridium
perfringens
mucilaginosa
Laktobazillen

Clostridium
Fleischpepton
Rhodotorula

Laufende Nr.
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Tab.35: Tiere mit MMS, Immunglobulin M-Titer gegen  ausgewéahlte Antigene

REE/mg IgM

Clostridium
perfringens

Clostridium
perfringens
Clostridium
botulinum
Fleischpepton
Rhodotorula
mucilaginosa
Laktobazillen

Laufende Nr.
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REE/mg IgM

perfringens
Clostridium
botulinum
PLC-
Clostridium
perfringens
mucilaginosa
Laktobazillen

Clostridium
Fleischpepton
Rhodotorula

Laufende Nr.
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REE/mg IgM

perfringens
Clostridium
botulinum
PLC-
Clostridium
perfringens
mucilaginosa
Laktobazillen

Clostridium
Fleischpepton
Rhodotorula

Laufende Nr.
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Tab.36: Median sowie 1. und 3. Quartil der Immungl|
Gruppenvergleich

REE/mg des jeweiligen Gesamtimmunglobulins

obulintiter ausgewahlter Antigene,

Eingesetzte
Antigene

C.perfringens

C.botulinum

C.perfringens

Fleischpepton

Rhodotorula
mucilaginosa

Laktobazillen

KG

107,75

68,58-182,05
101,13

65,92-184,31
45,67

32,40-82,52
108,06

69,25-167,76
50,33

32,40-85,51
61,81

37,37-102,38

Tiere mit
MMS

68,16

47,48-100,06
69,44

44,51-94,50
40,30

26,87-63,59
65,59

36,29-93,40
39,59

23,59-70,61
37,39

25,99-59,10

KG

11,24

6,24-17,37
8,50

4,81-12,39
5,30

3,06-9,23
5,80

3,44-8,89
3,31

2,04-5,22
3,83

2,47-6,14

Tiere mit
MMS

7,53

4,45-11,93
7,33

4,56-12,33
5,57

2,88-9,43
4,88

2,78-7,67
5,52

3,18-10,43
6,79

4,82-10,18

KG

48,74

31,37-60,22
49,15

34,17-68,95
40,04

25,77-55-88
53,50

39,56-69,28
41,37

29,87-56,29
35,71

27,19-45,19

Tiere mit
MMS

39,94

25,20-55,43
38,77

20,89-64,60
37,81

27,84-50,44
36,79

22,92-45,36
33,18

22,01-48,44
31,80

20,35-42,00
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Tab.37: Median sowie 1. und 3. Quartil der Immunglo
Outcomevergleich

REE/mg des jeweiligen Gesamtimmunglobulins

bulintiter ausgewahlter Antigene,

Eingesetzte
Antigene

C.perfringens

C.botulinum

C.perfringens

Fleischpepton

Rhodotorula
mucilaginosa

Laktobazillen

Uberlebt

42,96

27,62-68,61
37,74

27,58-64,83
32,85

19,59-49,59
50,22

22,73-78,30
24,14

14,68-61,04
27,02

17,41-58,79

Verstorben

50,16

39,85-75,73
50,53

44,64-62,08
37,59

30,25-46,38
66,17

35,52-83,04
24,86

13,69-31,64
22,75

13,63-44,17

Uberlebt

6,25 4,06
3,18-8,12 3,72-10,37

6,34

4,11-12,78
5,44

3,66-6,14
3,58

2,49-6,20
4,07

2,57-6,36
6,02

3,96-9,78

Verstorben

7,62

2,64-9,41
6,64

3,62-11,75
4,78

2,78-5,23
4,75

3,58-11,73
6,25

3,95-10,28

Uberlebt

33,75

18,00-55,57
35,40

20,35-59,28
30,76

18,86-46,30
32,40

18,95-44,95
30,92

14,87-41,14
26,27

15,13-41,34

Verstorben

17,56

16,81-69,08
54,61

18,28-70,49
22,53

21,24-44.75
32,73

14,93-41,54
25,06

22,67-29,55
29,54

18,16-35,04
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Tab.38: Kontrolltiere, Amylase-, Lipase- und Laktat  spiegel im Blut

Laufende Nr. }J|Outcome - Laktat
1,2

+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+

+ = Uberlebt - = verstorben
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Tab.39: Tiere mit MMS, Amylase-, Lipase- und Laktat werte im Blut

6,5

+ |+

+ |1

+ |+ [+

4|+ [+ [+ ]+

+
+
+
+
+
+
+

o o o R o R R B o

+ [+

+ = Uberlebt - = verstorben
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Fragebogen zur Magendrehung

Rasse

Alter Gewicht

Geschlecht mannlich []J] mannlich kastriert [ ] weiblich [] weiblich kastriert []

Hatte Ihr Hund bereits eine Magendrehung ja [ nein []

Zeigte ihr Hund schon friiher Magen-Darm-Probleme wie haufigen Durchfall, Erbrechen oder
Blahungen? Falls ja, bitte Zutreffendes ankreuzen.

Durchfall [] Erbrechen [] Blahungen []

Sonstige

Litt Ihr Hund an anderen Vorerkrankungen?

ja nein []

Wenn ja, welche, Zeitraum und Dauer ?

Ist Ihr Hund in einem Zeitraum von drei Monaten vor der Magendrehung mit Antibiotika
behandelt worden?
ja O nein []

Wenn ja, mit welchen und wie lange?

Wie viel Zeit lag zwischen dem Auftreten erster Symptome (Unruhe, Speicheln,
Brechversuche) und der Vorstellung in der Klinik (Angaben in Stunden)?

Wie lange lag die letzte Fltterung vor dem Auftreten der ersten Symptome zuriick (Angabe
in Stunden)?

Welches Futter verwenden Sie? (Markenname)
Trockenfutter [] Nassfutter [] Kombination []

Welche Mengen verflittern Sie taglich (Angaben in g)?

Wie haufig futtern Sie Ihren Hund pro Tag?
einmal [] zweimal [] dreimal [

Fittern Sie |hr Tier aus einer erhdhten Schiissel?

ja O nein []

Wie wirden Sie die Fressgeschwindigkeit ihres Tieres einstufen?
schnell ] normal [] langsam []

Wie wirden Sie den Charakter ihres Tieres einstufen?

ausgeglichen, ruhig [] angstlich, nervos []
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Tab.40: Kontrolltiere, Auswertung Fragebogen (Teil 1)

Laufende Nr. : : :
1

Kdrpergewicht
Geschlecht
Futtermenge
pro Tag
Futtermenge
pro kg
Kdrpergewicht
Futtermenge
pro Mahlzeit

2=|3|= 215|213 |2 |22 3

c
a0
g
E
g
S
o
1
2
2
2
2
2
2
1
1
1
1
1
2
2
2
1
2
2
3
2
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
2
1
2
1
1
2
1

3122323231322l |12|2 22|22 3|5
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Korpergewicht
Geschlecht
Futtermenge
pro Tag
Futtermenge
pro kg
Kdrpergewicht
Futtermenge
pro Mahlzeit

e | o | ]
Laufende Nr.
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Korpergewicht
Geschlecht
Futtermenge
pro Tag
Futtermenge
pro kg
Kdrpergewicht
Futtermenge
pro Mahlzeit

e | o | ]
Laufende Nr.
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m
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Korpergewicht
Geschlecht
Futtermenge
pro Tag
Futtermenge
pro kg
Kdrpergewicht
Futtermenge
pro Mahlzeit

e o || |
Laufende Nr. : : :
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Korpergewicht
Geschlecht
Futtermenge
pro Tag
Futtermenge
pro kg
Kdrpergewicht
Futtermenge
pro Mahlzeit

e | o | ]
Laufende Nr.

s
=

I\)NNI\)I\)I\)NHNNNNNNNNNNNNNNNWNN}NNN FUtterungen

k.A.
mk
m
w
m
m
wk
w
wk
w
m
w
w
w
wk
w
w
w
w
w
m
m
w
w
w
w
w
m
m

w = weiblich m = mannlich wk = weiblich kastriert mk = mannlich kastriert
k.A. = keine Angaben
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Tab.41: Kontrolltiere, Auswertung Fragebogen (Teil 2)

Vorberichtlich l=ja
l=ja 2 = nein 2 = nein

Diarrhoe
Vomitus
Flatulenz
Sonstige
Vorerkrankungen
Antibiotikagaben
Eingesetzte
Futtermittel
Futterung aus
erhohter Schiussel
geschwindigkeit
Charakter

laufende Nr.

ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
nervos
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
nervos
nervos
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
nervos
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
nervos
ruhig

2
2
2
2
2
2
2
2
2
1
2
2
1
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
1
2
2
1
2
2
1
2
2
2
2
2
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Vorberichtlich l=ja
l1=ja 2 = nein 2 = nein

Diarhoe
Vomitus
Flatulenz
Sonstige

Vorerkrankungen
Antibiotikagaben
Eingesetzte
Futtermittel
Futterung aus
erhdhter Schiissel
geschwindigkeit
Charakter

laufende Nr.

ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
nervos
ruhig
nervos
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
nervos
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
nervos
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
nervos

NRN NN NN N NN NN IN NN NN NN N[NNI RN NN RN NN NN NN N
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Vorberichtlich l=ja
l1=ja 2 = nein 2 = nein

Diarrhoe
Vomitus
Flatulenz
Sonstige
Vorerkrankungen
Antibiotikagaben
Eingesetzte
Futtermittel
Futterung aus
erhohter Schussel
geschwindigkeit
Charakter

laufende Nr.

ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
nervos
nervos
ruhig
ruhig
nervos
ruhig
nervos
ruhig
nervos
nervos
nervos
nervos
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig

RINNRRRINRIN R (NP R~
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2
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2
2
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2
2
2
2
2
2
2
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Vorberichtlich l=ja
l1=ja 2 = nein 2 = nein

Diarrhoe
Vomitus
Flatulenz
Sonstige
Vorerkrankungen
Antibiotikagaben
Eingesetzte
Futtermittel
Futterung aus
erhohter Schussel
geschwindigkeit
Charakter

laufende Nr.

ruhig
ruhig
nervos
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
nervos
ruhig
ruhig
nervos
nervos
ruhig
nervos
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
nervos
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig

N (NN NN NN N NN NN NN NN N NN NN NN NN NN RN N NN N[N [N N[N
NN RN N[N N[RN[R [N [N R[N [N [N [N R[N [N [N N[RN[R [N [ N[RN[R [N [N [N RN N [N N[N
NN RN NN NN R (NN RN NN RN NN R NN R R NN NN N RN RN
N (NN NN NN N NN NN NN NN NN NN NN N NN RN NN NN N RN NN
RlRRRINNINND N NN NN N NN N R R RN RN R R R R R RN NN R N R R e

2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
1
1
1
1
2
1
2
2
2
1
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
1
2




Anhang 176

Vorberichtlich l=ja
l1=ja 2 = nein 2 = nein

Diarrhoe
Vomitus
Flatulenz
Sonstige
Vorerkrankungen
Antibiotikagaben
Eingesetzte
Futtermittel
Futterung aus
erhohter Schussel
geschwindigkeit
Charakter

laufende Nr.

nervos
ruhig
nervos
ruhig
ruhig
ruhig
nervos
ruhig
ruhig
nervos
nervos
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
nervos
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
K.A.
ruhig
ruhig
ruhig
nervos
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig

NRN N[NNI NN NN IN NN (NN N[RN[R R [NNNN R[N NN NN N[N N |-
NRNNNNNNININN (NN R [NN(NNIN RN NN R INNN R RN NN N NN (NN |-
NNINNNNNFR RN NNNNIN R R RN RN RN N R NN R NN NN NN |-
NRNNNNNR NN N NN (NN NN R R(NINN NN N RN NN NN NN NN N
RRRRIRPRIRPIRINENRNIN RN R RN RN R INN R R RN N RN R NN R NN

1
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2
2
2
2
1
2
2
2
2
2
2
2
1
2
2
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2
2
2
2
2
2
1
2
2
2
2
2
2
2
2
2

TF = Trockenfutter FF = Feuchtfutter Komb. = Komb ination
lang. = langsam norm. = normal schn. = schnell
k.A. = keine Angaben
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Tab.42: Tiere mit MMS, Auswertung Fragebogen (Teil 1)

Laufende Nr. J| Outcome : i : :

Futtermenge pro
Futtermenge pro
kg Kérpergewicht
Futtermenge pro

Mabhlzeit
Futterungen pro

Kdrpergewicht
Geschlecht
Fltterung -
erste Symptome
Tag
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Anhang 178

e o || o J o |
Laufende Nr. J| Outcome : e : :
39 +

Kdrpergewicht
Geschlecht

o[l Futterung -
Klinikvorstellung
Futterung -
erste Symptome
Futtermenge pro
Futtermenge pro
kg Kérpergewicht
Futtermenge pro
Mahlzeit
Futterungen pro
Tag
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Anhang 179

-
o) ) o o< o o
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o gl & = L9 e Ly L= o
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:0 S = P s S S o S 25 @©
Laufende Nr. §| Outcome Y Of L ¥ L © [ L = L = Iy
77 - 1
1
2
1
2
2
2
1
1
1
1
1
1
2
+ = (berlebt - = verstorben
w = weiblich m = mannlich wk = weiblich kastriert mk = mannlich kastriert

k.A. = keine Angaben
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Tab.43: Tiere mit MMS, Auswertung Fragebogen (Teil  2)

Vorberichtlich l=ja
l=ja 2 = nein 2 = nein

Diarrhoe
Vomitus
Flatulenz
Sonstige
Vorerkrankungen
Antibiotikagaben
Eingesetzte
Futtermittel
Futterung aus
erhdhter Schussel
geschwindigkeit
Charakter

Laufende Nr. }{Outcome

x
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k.A.
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Vorberichtlich l=ja
l1=ja 2 = nein 2 = nein

Diarrhoe
Vomitus
Flatulenz
Sonstige
Vorerkrankungen
Antibiotikagaben
Eingesetzte
Futtermittel
Futterung aus
erhdhter Schiissel
geschwindigkeit
Charakter

Laufende Nr. J|Outcome

ruhig
ruhig
nervos
ruhig
ruhig
ruhig
nervos
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
nervos
ruhig
nervos
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
nervos
ruhig
nervos
ruhig
ruhig
nervos
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
ruhig
nervos
ruhig
ruhig
ruhig
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Anhang 182

Vorberichtlich l=ja
l1=ja 2 = nein 2 = nein

s} & .| 28] =
g 2 | g5l E| =2 s2l .3 &
< = o o= 2l @€ DG S =
= = S| @t Sl 2 E =X0 £ ©
© S g &S sl 58 5 = fs
a > | o= sl €5 £ £ S $)

o = W Lo S5 n

o c L = Q

Laufende Nr. J|Outcome > < o o
2 2 2 2 2 2 ruhig
2 2 2 2 2 1 ruhig
2 2 2 2 2 2 ruhig
2 2 2 2 2 2 ruhig
2 2 2 2 2 1 ruhig
2 2 2 2 2 1 ruhig
1 2 2 1 2 1 nervos
2 2 2 2 2 1 ruhig
2 2 2 2 2 2 nervos
1 2 2 2 2 1 ruhig
2 2 2 2 2 2 nervos
A 1 1 2 2 1 nervos
2 2 2 2 2 2 ruhig
2 2 2 1 1 1 ruhig

TF = Trockenfutter FF = Feuchtfutter Komb. = Komb ination
lang. = langsam norm. = normal schn. = schnell

k.A. = keine Angaben
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