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ABKURZUNGSVERZEICHNIS
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Einleitung

1. Einleitung

Die Besiedlung der Schleimhautoberfldchen grofierer Organismen durch Kleinstlebewesen ist seit
Jahrzehnten bekannt. Mit der Geburt entzieht sich das Neugeborene der sterilen Umgebung und
setzt sich den Mikroorganismen, die ubiquitédr in der Umwelt existieren, aus.

Millionen von Mikroorganismen wie Bakterien, Protozoen, Archaeen, Pilze, Viren und Parasiten
erreichen damit auch den Verdauungstrakt der grofieren Lebewesen und kolonisieren dort unter
symbiotischen Verhiltnissen die Darmschleimhaut. Die sogenannte gastrointestinale Mikrobiota
sichert so nicht nur ihr eigenes Uberleben, sie unterstiitzt den Wirtsorganismus insbesondere bei
der Verdauung von Nahrungsbestandteilen, die durch wirtseigene Enzyme nicht verdaubar
wdren. Durch die mikrobielle Fermentation wird dem Wirtsorganismus zusétzliche Energie zur
Verfligung gestellt.

Da die Mikroorganismen nunmehr auch tiber moderne DNA-Extraktionsmethoden und
Sequenzierung erkannt und benannt werden konnen, wurde der umfassende Begriff des
Mikrobioms etabliert. Zum Mikrobiom zdhlen viele Mikroorganismen, die Oberfldchen,
Umweltnischen, aber auch Schleimhdute und Gewebe von Wirtsorganismen kolonisieren und in
der Zusammensetzung individuell und vielfaltig sind.

Untersuchungen zum Mikrobiom auf Schleimh&uten diverser Tierarten sind hochaktuell. Das
intestinale Mikrobiom ist dabei von besonderem Interesse, da die Verdauung der Nahrung fiir
den Erhalt des Organismus von essentieller Bedeutung ist und Erkrankungen des
Verdauungstraktes meist schwerwiegenden Einfluss auf den allgemeinen Gesundheitszustand
des Individuums nehmen.

Das Pferd mit seinem im Vergleich zu anderen Spezies sehr volumintsen Verdauungstrakt ist
besonders von seiner Mikrobiota abhéngig, denn fast 2/3 des Erhaltungsbedarfes eines Pferdes
kann allein iiber die Fermentation bereitgestellt werden (ARGENZIO et al. 1974, 1975;
BERGMANN 1990).

Statistisch gesehen gilt die Kolik als Haupttodesursache erwachsener Pferde mit einer
Mortalitédtsrate von 28 - 31 % (TINKER et al. 1997, KANEENE et al. 1997). Eine epidemiologische
Studie ergab eine Inzidenz von 10,6 bis max. 30 Kolikféllen je 100 Pferde pro Jahr (TINKER et al.
1997). Inwieweit Verdnderungen der mikrobiellen Zusammensetzung zur Entstehung der Kolik
beitragen, ist noch nicht hinreichend untersucht, aber denkbar.

Daneben gilt der therapeutische Einsatz von Antibiotika erwiesenermafien als Risikofaktor fiir die
Entstehung gastrointestinaler Storungen, wie Diarrhoe, Darmwandentziindung und Etablierung
von pathogenen oder resistenten Bakterien bei antibiotischer Langzeittherapie. Die Inzidenz fiir

die Entwicklung einer AAD schwankt in der Humanmedizin in Abhéngigkeit vom verwendeten
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Antibiotikum zwischen 15 - 20 % (SCHRODER et al. 2006). Die Kombination der AAD mit dem
Auftreten von C. difficile-Infektionen ist erwiesen und verkompliziert Behandlungen in
zunehmendem Mafie (BARTLETT 1992; MCFARLAND 2008; SLIMINGS und RILEY 2014).

In der Veterindrmedizin sind diesbeziiglich erst wenige Studien vorhanden. In den USA ermittelte
eine Studie von BARR et al. (2013) eine Pravalenz fiir AAD bei Pferden von 0,6 %. Die Problematik
der AAD ist auch bei Hunden (WILLARD et al. 1998) und Schweinen (TSUKAHARA und
USHIDA 2002) bekannt.

Die Behandlung mit Medikamenten, speziell Antibiotika, begriindet sich durch die klinische
Symptomatik und daraus resultierende Diagnostik und darf nicht wahllos erfolgen. Ziel der
vorliegenden Studie war es daher zu untersuchen, ob unter antibiotischer Behandlung
Verdanderungen in der Darmflora des Pferdes eintreten, wie diese zu messen sind und wie die
Verdnderungen im klinischen Kontext interpretiert werden kénnen.

Eine grofiere Schwierigkeit in der Untersuchung des intestinalen Mikrobioms stellt die direkte
Probenentnahme dar. Auflerdem variiert die mikrobielle Zusammensetzung in den
verschiedenen Kompartimenten des Verdauungstraktes (SUCHODOLSKI et al. 2005; HASTIE et
al. 2008; SADET-BOURGETEAU und JULLIAND 2010; DOUGAL et al. 2011, 2012). Die einfachste
zugangliche Methode ist die Untersuchung der Fiazes und der fikalen Mikrobiota. Die fikale
Probenuntersuchung wurde fuir diese Studie ausgewdhlt, da bei gesunden Kontrolltieren
vergleichend zu erkrankten Tieren die gleiche Entnahmeform angewendet werden sollte.
Inwieweit Verdnderungen der intestinalen Mikrobiota auch in Fiazes nachzuvollziehen sind, ist
bisher nicht eindeutig gekladrt. Aber sollte eine Hemmung der Proliferation von intestinaler Flora
eintreten, ist eine Verdnderung der mikrobiellen fikalen Zusammensetzung ebenso anzunehmen.
Die therapeutischen Mafinahmen bei Darmentziindungen sind sehr begrenzt, da der Darm, im
Gegensatz zur Hautoberfldche beispielsweise, fiir eine direkte lokale Therapie nicht zugénglich
ist. Pro- und prabiotische Applikationen sowie Transplantationen von Fizes eines gesunden
Spenders sind neuere Methoden in der Therapie einer Darmentziindung neben der
symptomatischen Behandlung des durch die Diarrhoe entstehenden Fliissigkeit- und
Elektrolytverlustes und der antibiotischen Behandlung bei Dysbiosen bzw. dem Auftreten von
pathogenen Keimen. Bei chronischen Darmwandverdnderungen, hervorgerufen durch
Autoimmunerkrankungen, kommen iiblicherweise Glukokortikoide zum Einsatz.

Das Ziel dieser Studie war die quantitative Analyse der fiakalen Mikrobiota mit Hilfe
ausgewdhlter Oligonukleotidsonden spezifischer enteraler kommensaler Bakterien bei
darmgesunden Pferden und kranken Pferden mit Antibiotikatherapie. Eine zweite Untersuchung

analysierte den Einfluss eines Prabiotikums auf die fdkale Mikrobiota der Pferde.
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2. Literaturiibersicht

21  Bedeutung der intestinalen Mikrobiota

2.1.1 Etablierung

Neugeborene sind nach dem Verlassen der sterilen Gebarmutter der kompletten Vielfalt der in
der Umwelt vorkommenden Mikroorganismen ausgesetzt. Durch die Geburt und mit der
Entlassung in die Umwelt kommt es zur mikrobiellen Besiedlung von &dufieren und inneren
Korperoberfldchen des Neugeborenen (SONNENBURG et al. 2004). Die mikrobielle Gemeinschaft
(Mikrobiota) im Darm entwickelt sich tiber die orale Aufnahme von Mikroorganismen mit der
Nahrung. Bakterielle Erstbesiedler des Darmes sind aerotolerante und fakultativ anaerobe
Bakterien des Phylum Proteobacteria und der dazugehorigen Familie Enterobacteriaceae mit ihrem
wichtigen Vertreter E. coli. Des Weiteren gehoren dazu mehrere bakterielle Vertreter des Phylum
Firmicutes sowie aus der Ordnung der Milchsdurebakterien (Lactobacillales) die dazugehorigen
grampositiven Kokken wie Enterococcus, Lactobacillus und Streptococcus sowie die aus der
Ordnung der Bacillales die stammende Gattung Staphylococcus (HOOGKAMP-KORSTANJE et al.
1979; MACKIE et al. 1999; PARK et al. 2005). Diese Bakterien konnten sowohl kulturell als auch
mit molekularbiologischen Methoden im Mekonium nachgewiesen werden (MOLES et al. 2013).
Es ist bemerkenswert, dass dieser Prozess der Erstbesiedlung speziestibergreifend einheitlich
verlduft (SMITH und CRABB 1961; SMITH 1965). Jiingste Erkenntnisse aus der Humanmedizin
zeigten ein verstdrktes Auftreten von Staphylokokken an Stelle von E. coli als Erstbesiedler der
Darmschleimhdute, was mit verdnderten Hygienebedingungen in Krankenhdusern begriindet
wird (ADLERBERTH et al. 2006). Die Erstbesiedler gelten als Milieuvorbereiter, denn der restliche
vorhandene Sauerstoff wird durch sie verbraucht und das Redoxpotential dadurch gesenkt, so
dass im weiteren Prozess der Entwicklung der Diversitit des intestinalen Mikrobioms
hauptsdchlich Anaerobier wie Bifidobacterium des Phylum Actinobacteria sowie Vertreter der
Gattung Bacteroides und Clostridia des Phylums Bacteroidetes und Firmicutes die dominierenden
Bakterienarten werden (MACKIE et al. 1999).

Im Alter ist die Zusammensetzung der mikrobiellen Darmflora im Individium sehr stabil
(HOPKINS et al. 2001, MACKIE et al. 1999). Dennoch fielen interindividuelle Unterschiede in der
Zusammensetzung auf (ZOETENDAL et al. 1998; DOUGAL et al. 2014).

2.1.2 Zusammensetzung
Das mikrobielle Okosystem ist sowohl beim Menschen als auch bei anderen Sdugetieren sehr

komplex und divers zusammengesetzt. Neben prokaryotischen Lebewesen wie den Bakterien,
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Archaeen und den eukaryotischen Lebewesen, wie Pilzen (inklusive Hefen) und Protozoen,
zédhlen auch Viren und Bakteriophagen zu der Biozonose innerhalb des Darmes.

Das Milieu im Darm ist anaerob, was zugleich eine Voraussetzung fiir die Ansiedlung dieser
Mikroorganismen ist. CANN et al. (2005) untersuchten mit molekularbiologischer Analysen in
Fizes von darmgesunden Pferden die quantitativen Anteile der darin vorkommenden
Mikroorganismen. Sie konnten in 63 % der Proben Virusgenom nachweisen, wobei nicht
klassifizierte Phagen 23 % davon einnahmen. Weiterhin waren 20 % bakterielles Genom, 7 %
Archaea und 6 % eukaryotische Zellen (Protozoen und Pilze) feststellbar. Aufgrund derzeit noch
begrenzter Forschungsergebnisse, ist die genaue Funktion von Protozoen und Archaeen

innerhalb der autochthonen Darmflora nicht genau bekannt.

2.1.2.1 Bakterien

Das gastrointestinale bakterielle Mikrobiom ist ein sehr bedeutsamer Forschungszweig innerhalb
der Mikrobiota. Anfanglich erschwerten die begrenzten Kulturmoglichkeiten die Forschung.
Frith bemerkten DYAR und KEITH (1894) in ihrer Studie, dass innerhalb des Darmmilieus beim
Pferd und anderen domestizierten Tieren Mikroorganismen leben und vorkommen.
CHOUKEVITCH (1911) nahm noch an, dass die mikrobielle Darmflora bei Pflanzenfressern durch
begrenzte Entwicklungsmoglichkeiten aufgrund des fehlenden Sauerstoffs nur mit wenigen
Bakterien ausgestattet ist.

Mit den verbesserten Kulturmdoglichkeiten und neueren Erkenntnissen zu Bakterien, die auch
anaerob lebensfdhig sind (HUNGATE 1950; GRUBB und DEHORITY 1976) zeichnete sich der
Artenreichtum von Bakterien im Mikrobiom des Darmes ab. Aus dem Darminhalt von Caecum
und Colon des Pferdes wurden Bakterien anfanglich mikroskopisch unterschieden und aufgrund
ihres Verhaltens in der Gram-Farbung, dem Vorhandensein einer Zellwand sowie ihrer
Morphologie in Gruppen oder Spezies eingeordnet (CHOUKEVITCH 1911; ALEXANDER et al.
1952; ALEXANDER und DAVIES 1963; DAVIES 1964; KERN et al. 1973; BARUC et al. 1983;
MACZULAK et al. 1985, BONHOMME 1986; MACKIE und WILKINS 1988; JULLIAND et al.
1999; AL JASSIM et al. 2005). Eine tibersichtliche Tabelle zu den gegenwdrtigen im equinen
Intestinum nachgewiesenen Bakteriengruppen und Spezies ist in einer Arbeit von JULLIAND
und GRIMM (2016) veroffentlicht worden.

Mit der Entwicklung von molekularbiologischen Methoden und den damit verbundenen
Moglichkeiten nach genomischen Material zu suchen, sind Bakterien, fiir die keine
kulturabhédngigen Standardverfahren zur Verfiigung stehen, detektierbar geworden (DALY et al.
2001; SHEPARD et al. 2012). Damit erweiterte sich wiederum das Spektrum der nachweislich
vorkommenden Bakterienarten. Die Voraussetzungen fiir das intestinale Existieren dieser
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Mikroorganismen ist die Fahigkeit, ohne Sauerstoff leben zu kénnen. SADET-BOURGETEAU
und JULLIAND (2012) fanden Konzentrationen von Anaerobiern im Blind- und
Grimmdarminhalt beim Pferd von 107 - 101! Zellen/ml heraus. SADET-BOURGETEAU et al.
(2014) berichteten, dass zuvor durch DE FOMBELLE et al. (2003) ermittelte Bakterienzahl von
Anaerobiern in Fazes weitaus hoher ist als im rechten ventralen Grimmdarm des Pferdes. Es ist
bereits anerkannt, dass die mikrobielle Gemeinschaft sich in ihrer Diversitit und Quantitit in den
verschiedenen Magen- und Darmsegmenten unterscheidet, sowohl beim Menschen (ECKBURG
et al. 2005; ANDERSSON et al. 2008; DURBAN et al. 2011), beim Rind (HESPELL et al. 1997; FREY
et al. 2010), Hund (SUCHODOLSKI et al. 2005), der Maus (PANG et al. 2012) als auch beim Pferd
(DE FOMBELLE et al. 2003; MILINOVICH et al. 2008; HASTIE et al. 2008; DOUGAL et al. 2012,
2013; SCHOSTER et al. 2013; SADET-BOURGETEAU et al. 2014; COSTA et al. 2015a).

Im Abschnitt 2.2 wird nidher auf die Zusammensetzung der bakteriellen intestinalen Mikrobiota
des Pferdes eingegangen, der Abschnitt 2.2.1 wird sich ndher mit den Unterschieden innerhalb

der Kompartimente beim Pferd befassen.

2.1.2.2 Protozoen

Das Auftreten von Protozoa in den Ingesta des Pferdes wurde von GRUBY und DELAFOND
(1843) erstmalig beschrieben. Die ersten quantitativen Studien folgten anschliefsend durch ADAM
(1953) und OZEKI et al. (1973). Letztere konnten im Dickdarm Konzentrationen von 104 - 106
Zellen/ml ermitteln, wobei im Grimmdarm des Pferdes (7,7x 105 Zellen/ml) eine hohere Dichte
der Protozoa als im Blinddarm (2,2x 105 Zellen/ml) festgestellt wurde (OZEKI et al. 1973).
Protozoen wurden besonders in Caecum, Colon und in Fazes nachgewiesen, wobei die Gattungen
Blepharocorys und Cycloposthium zuerst erkannt (ADAM 1953) und in Konzentrationen von 103 -
106 Zellen/ml in Ingestaproben aus Caecum und Colon zu messen waren (KERN et al. 1973;
KERN et al. 1974; MOORE und DEHORITY 1993). Auch BELZECKI et al. (2016) kultivierten
erfolgreich Vertreter der Gattung Blepharocory aus Darminhalt des equinen Colons.

Als dominierende Art im Blinddarm des Pferdes bezeichneten OZEKI et al. (1973) Paraisotricha,
wiahrend Ampullacula, Blepharosphaera, Ditoxum, Prorodonopsis, Spiridinium, Tetratoxum, Triadinium
sowie Tripalmaria ausschliefllich im Grimmdarm des Pferdes und in Fizes, aber nicht im
Blinddarm zu ermitteln waren (OZEKI et al. 1973).

Spdter konnten DOUGAL et al. (2012) mit Hilfe molekularbiologischer Methoden wie der 185-
rRNA Gen-Sequenzierung und quantitativer PCR ebenfalls ein signifikant hoheres Auftreten von
ribosomaler Protozoen-DNA im rechten dorsalen Colon als im Caecum des Pferdes nachweisen.
Eine Ubersichtstabelle iiber die bisher bekannten vorkommenden Protozoen-Gattungen und

Arten beim Pferd publizierten SADET-BOURGETEAU und JULLIAND (2010).
-5-
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2.1.2.3 Archaea

Neben den Bakterien sind die Archaeen ebenfalls prokaryotische Bestandteile des Mikrobioms.
Die Archaea sind vorwiegend anaerob und einige davon sind zur Methanogenese fahig.

Als methanogene Vertreter gelten Spezies wie Methanobrevibacterium sowie Methanosphaera, die
besonders in Studien bei Wiederkduern (JOBLIN et al. 1989), aber auch Menschen (GACI et al.
2014) und anderen Monogastriern (JENSEN 1996) entdeckt wurden. ROBINSON et al. (1989),
JENSEN (1996) sowie auch DOUGAL et al. (2012) konnten ein stirkeres Vorkommen von
methanogenen Archaeen im Colon als im Caecum bei Schweinen, Kithen, Kaninchen und Pferden
zeigen. Bei Schweinen war der Anteil im Colon sogar 30 Mal hoher als im Caecum (BUTINE und
LEEDLE 1989). Zur Quantifizierung von Archaea gibt es wenige Informationen. SORLINI et al.
(1988) verglichen Gesamtzahlen von Anaerobiern und methanogenen Vertretern in Fazes bei
Kiihen (Anaerobier 3x 101! Zellen/g; Methanogene 1x 10¢ Zellen/g), Schweinen (Anaerobier 3x
1011 Zellen/g; Methanogene 1x 108 Zellen/g) sowie Kaninchen (Anaerobier 7x 10° Zellen/g;
Methanogene 4x 10* Zellen/g), dabei wurde nicht zwischen den prokaryotischen Bacteria und
Archaea unterschieden. MORVAN et al. (1996) konnten quantitativ aus dem Caecuminhalt beim

Pferd 104 - 10¢ Zellen/ g Trockenmasse an prokaryotischen methanogenen Einheiten erfassen.

2.1.2.4 Pilze und Hefen

Der Anteil von Pilzen inklusive Hefen als eukaryotische Vertreter am Gesamtmikrobiom ist eher
gering (CANN et al. 2005) und mit 2,0x 102 - 2,5x 103 Einheiten/g Trockenmasse im Pferdekot
quantifiziert worden (FRAPE 2010). Von LIEBETANZ (1910) noch als monoflagellierte
eukaryotische Organismen mit Ahnlichkeit zu Protozoen bezeichnet, wurden sie spater als
multiflagellierte Organismen im Pferdekot erkannt und fiir Protozoen gehalten (HSIUNG 1930).
Diese eukaryotischen Organismen wurden 1966 von VAVRA und JOYON (1966) als Neocallimastix
equi benannt und zu den Pilzen und Hefen eingeordnet sowie durch BATISTA et al. (1961) auch
in Ingesta aus distalen Darmanteilen nachgewiesen.

Die ersten quantitativen Analysen zu den Konzentrationen durch ORPIN (1981) ergaben 3,2x 104
- 4,7x 104 Zellen/ml durch die direkte mikroskopische Beurteilung von homogenisiertem Inhalt,
der aus dem Caecum des Pferdes stammte. Spdter berechnete JULLIAND (1996) durch
kultivierbare Techniken durchschnittlich 1,3x 102 - 5,3x 102 Zoosporen/ml im Caecuminhalt von
Pferden und Ponys, was eher mit Ergebnissen von FRAPE (2010) tibereinstimmte.
Beeintrachtigungen in der Quantifizierung sind durch die asexuelle Vermehrung mittels freier

Zoosporen in den Medien bei kulturabhéngigen Methoden moglich, aufierdem erschwert die
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strikt anaerobe Lebensweise dieser Pilze deren Kultivierung. Uber kulturunabhéngige Methoden
konnte die Taxonomie von Pilzen erweitert werden.

Im Pferdekot wurden durch Sequenzierungsmethoden die Gattungen Neocallimastix, Piromyces,
Caecomyces und Anaeromyces erkannt und benannt, die zur Ordnung der Neocallimastigales
gehoren und unter dem Phylum der Neocallimastigomycota eingeordnet werden konnten
(LIGGENSTOFFER et al. 2010).

In einer der jiungeren Untersuchungen konnten DOUGAL et al. (2012) keine signifikanten
Unterschiede im Vorkommen von Pilzen in Caecum und Colon vom Pferd feststellen. Beim
Menschen sind im gesunden Mikrobiom auch Hefen der Abteilung Ascomycota und der Ordnung
Saccharomycetales, wie die der Familie Dipodascaceae zugehorigen Gattungen Galatomyces (KHATIB
et al. 2001; GOUBA et al. 2013; HALLEN-ADAMS et al. 2015) und Cladosporium (COHEN et al.
1969; HALLEN-ADAMS et al. 2015; SUHR et al. 2016) nachgewiesen werden. Fiir diese Vertreter
wird angenommen, dass sie die Fahigkeit besitzen, den Darm zu kolonisieren. Dieser ist jedoch
nicht als primé&res Habitat vorgesehen (HALLEN-ADAMS und SUHR 2017). Andere Pilze konnen
in einzelnen individuellen Stichproben nachgewiesen werden (HALLEN-ADAMS und SUHR
2017). Meistens werden sie eher aus Umweltquellen bzw. Lebensmitteln eingetragen und
besiedeln die Darmschleimhaut nur transient, denn ein Wachstum bei einer inneren
Korpertemperatur von 37 °Cist nicht fiir alle Organismen moglich (HALLEN-ADAMS und SUHR
2017).

Die Backerhefe, Saccharomyces cerevisiae, gehort nicht zur autochthonen Darmflora. Sie wird aber
als Probiotikum eingesetzt, da sie unter intestinalen Bedingungen tempordr wachst und das
mikrobielle Milieu beeinflusst (PALMA et al. 2016). Andere Arten wie Penicillium und
Debaryomyces verfligen nicht tiber diese Fahigkeit (DESNOS-OLLIVEIR et al. 2008; BANJARA et
al. 2015).

Im Gegensatz zu der bakteriellen Mikrobiota scheint das Mykobiom empfindlicher auf

Umweltfaktoren zu reagieren (HALLEN-ADAMS und SUHR 2017).

2.1.2.5 Viren und Bakteriophagen

Viren gehoren nicht zu den Lebewesen. Sie wurden in einer Arbeit von CANN et al. (2005)
basierend auf DNA-Klondatenbanken mit 63 % anteilsméfiig als grofiter Bestandteil der
mikrobiellen Gemeinschaft in Pferdefdzes ermittelt. Bakteriophagen wiederum sind in diesen
Zusammenhang interessant, da sie verschiedene Gruppen der Viren bilden und als Wirtszellen
Bakterien oder Archaea spezifisch befallen (D"HERELLE 1917). Von der Art der befallenen
Wirtszelle leitet sich ihre Taxonomie ab, was bedeutet das Coliphagen als Wirtszelle E. coli-

Bakterien befallen.
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Bakteriophagen wurden erstmalig 1970 im Inhalt des Blind- und Grimmdarmes des Pferdes
(ALEXANDER et al. 1970) mittels Elektronenmikroskop dargestellt, nachdem bereits 1966
ADAMS et al. tiber Plaques-Assay-Verfahren Bakteriophagen im Panseninhalt von Rindern
detektieren konnten und auch HOOGENRAAD et al. (1967) gleiches bei Schafen
elektronenmikroskopisch bestétigten.

Nach derzeitigem Stand der Forschungen gibt es wenige und widerspriichliche Informationen
zur Quantitiat von Bakteriophagen im Gastrointestinaltrakt. In der Arbeit von GOLOMIDOVA et
al. (2007) wurden 1010 - 1011/ g Fézes beim Pferd nachgewiesen; diese Angabe ist aber weiter nicht
bestdtigt worden. Die Ermittlung basiert hauptsédchlich auf Zdhlungen von virusdhnlichen
Partikeln (VLP) mittels Fluoreszenzfarbstoffmarkierung und mikroskopischer Analyse. Im
Pansensaft des Rindes lieferten Zdhlungen von freien Konzentrationen zwischen 107 - 108 VLP/ml
(LETAROV und KULIKOV 2009), jedoch wurde festgestellt, dass durch Bindungen der VLP an
Oberfldchen, Bakterien sowie Nahrungsmittel eine effiziente Detektion nicht moglich war und
somit die Anzahl der VLP unterschitzt worden sein konnten. Wahrend in der Aquaristik gezahlte
VLP-Einheiten die Bakteriendichte stark iibertreffen beispielsweise mit Bakterienzahlungen im
Bereich von 10¢ Zellen/ml und VLP-Zihlungen in 10-facher Hohe (DE PAEPE et al. 2014), konnte
Vergleichbares fiir den Verdauungstrakt bisher noch nicht gezeigt werden (DE PAEPE et al. 2014).
Eine quantitative Analyse aus dem Darm von Méausen berichtete von 2,0 - 8,0x 10° Phagen/g und
damit einem 4-fachen Uberschreiten der Bakteriendichte (BARR et al. 2013). Allerdings zeigten
MAURA et al. (2012) in einem speziellen Experiment im Mausverdauungstrakt, in dem E. coli-
Bakterien mit virulenten Phagen eliminiert werden sollten, dass die Phagendichte im Duodenum
hoher war als in den distalen Anteilen des Darmes, was vom physiologischen Vorkommen von
E. coli-Bakterien in den Darmabschnitten abhingig sein konnte (MAURA et al. 2012).

In humanmedizinischen Studien wurde hingegen publiziert, dass die Quantitit der VLP
mengenmafsig der Bakteriendichte dhnelt. So zeigten KIM et al. (2011), basierend auf
mikroskopischen Zghlungen in Faizes, dhnliche Mengen von ~10° Bakterien/g im Vergleich zu

gefundenen VLP von ~108 - 10° VLP/ g in Fazes.

2.1.3 Funktion

2.1.3.1 Schutzbarriere

Mit der Kolonisation des Mikrobioms auf Schleimhduten bei Neugeborenen beginnt die
Kooperation zwischen den Mikro- und Makroorganismen. GUNTHER und WAAIJ (1984)
publizierten einen Artikel zur Kolonisationsresistenz im Verdauungstrakt. Sie beschrieben darin
die Verhinderung der Besiedlung mit pathogenen Bakterien durch das anwesende kommensale

Mikrobiom, welches der Mukusschicht des Darmepithels anhaftet. Wird die Darmbarriere durch
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dufSere Einfltisse wie antimikrobielle Therapien oder Zerstérung der Mukusschicht unterbrochen,
wird eine Ansiedlung pathogener Keime begtinstigt, so die Theorie.

Die Besiedlung der Mukusschicht des Darmepithels wurde von HANSSON und JOHANSSON
(2010) bewiesen, die zeigten, dass ein wichtiger Zusammenhang zwischen dem Aufbau der
Mukusschicht auf dem Darmepithel und der Anhaftung der Bakterien besteht und wie diese
Interaktionen funktionieren.

Es fielen Differenzen in den Schleimschichtdicken der unterschiedlichen Abschnitte des Magen-
Darmtraktes auf, wobei im Magen die hochste Schichtdicke zu finden war (MATSUO et al. 1997).
Genauso wurde die Hydrophobizitit an der Oberfliche der Muzinschicht untersucht. Diese
unterstiitzt die Trennung von Schichten und hilt wasserlosliche Substanzen wie z. B. Toxine von
der Schleimschicht fern und ist im Bereich des Magens und Colons besonders ausgepragt,
wihrend sie im Diinndarm aufgrund der Resorption von Nahrstoffen geringer ist (TATSUMI et
al. 1996).

Die Becherzellen des Dunn- und Dickdarms produzieren u.a. das Muzin MUC2, welches aus
diversen hochglykosylierten Glykoproteinen eine komplexe netzartige und verdichtete Struktur
bildet. Dem Darmepithel ist diese Mukusschicht aus gefalteten und durch Disulfidbriicken
verbundenen MUC2-Mucin-Proteinen aufgelagert und wird als innere Schicht bezeichnet. Die
Regeneration der Mukusschicht erfolgt tiber die Becherzellen vom Epithel ausgehend nach
luminal (JOHANSSON et al. 2013). Der inneren festen Schleimschicht liegt eine duflere lose
Schicht aus Mukus an, die eine niedrigere Konzentration des MUC2-Glykoproteins enthilt und
bei der das MUC2-Netzwerk durch proteolytische Spaltung eher zu einem losen polymeren
Netzwerk geformt ist (JOHANSSON et al. 2011, DE WEIRDT und VAN DE WIELE 2015).
Auffallend war bei dieser Studie, dass die innere Mukusschicht fast bakterienfrei war und sich
die kommensale Ansiedlung nur in der losen Schicht zeigte (JOHANSSON et al. 2008; HANSSON
und JOHANSSON 2010; JOHANSSON et al. 2011). Im Vergleich konnte eine Studie von
VELCICH et al. (2002) zeigen, dass in Mdusen, denen das Gen fiir MUC2-Muzin fehlte, es zur
Ansiedlung von Bakterien direkt am Darmepithel kam. Diese Mduse fielen mit Diarrhoe und
Hamatochezie auf und waren anfillig fir Darmkrebs (VELCICH et al. 2002). Das kommensale
Mikrobiom befindet sich demnach luminal in der dufleren losen Schicht (HANSSON und
JOHANSSON 2010; JOHANSSON et al. 2011). Von dort kann es durch proteolytische Aktivitdten
sowie kohlenhydratabbauende Enzyme in die Muzinschicht eindringen und {tiber
Adhésionsmolekiile Anheftung finden (HANSSON und JOHANSSON 2010). Gleichzeitig schafft
die Besiedlung in der losen Mukusschicht eine weitere Schutzbarriere gegeniiber pathogenen

Bakterien (Kolonieresistenz).
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Da die Mukusschicht kontinuierlich von den Becherzellen ausgehend (merokrine Exkretion)
erneuert wird, ist ein Eindringen entgegen des Schichtstromes aus Glykoproteinen fiir
Mikroorganismen auch nur schwer moglich (SWIDSINSKI et al. 2007b; TURNER 2009;
BIRCHENOUGH et al. 2015).

Die Untersuchungen zu den Muzinschichten stiitzen sich grofitenteils auf den Bereich des
Grimmdarms, oral davon gelegene Strukturen wie das Caecum, aber auch der Diinndarm, fanden
in bisherigen Untersuchungen durch ihre unterschiedliche Physiologie und Interaktion mit dem
Darmmikrobiom gegenwirtig noch wenig Berticksichtigung. Es zeigte sich lediglich, dass die
Schleimschicht im Bereich des Diinndarms diskontinuierlich und teilweise ungebunden
vorhanden war, widhrend das Colon eine kontinuierliche Schleimschicht auf den Epithelzellen
besafs (DE WEIRDT und VAN DE WIELE 2015; BROWN et al. 2013; JOHANSSON et al. 2013).
Die Viskositdt der Muzinschicht verlangt den sich ansiedelnden Bakterien besondere Fahigkeiten
ab. Untersuchungen im Rattendarm zeigten, dass bei geringerer Viskositdt kokkoide Bakterien
eher Haftung an der Schleimschicht fanden wohingegen mit Zunehmen der Viskositidt vermehrt
stabchenformige Bakterien zu finden waren (SWIDSINSKI et al. 2007a). Weiterhin stellten
Untersuchungen das Vermogen von Bakterien dar, die die Anbindung an die Schleimschicht tiber
spezielle Werkzeuge wie Pili, Fimbrien oder Schleimbindungsproteine realisieren (JUGE 2012;
VON OSSOWSKI et al. 2010; O'CONNELL MOTHERWAY et al. 2011). Letztere sind
extrazelluldre Proteine mit denen Bakterien eine feste Bindung zu den Kohlenhydratketten der in
der Schleimschicht befindlichen Glykoproteine schaffen (HUANG et al. 2011). Diese Eigenschaft
ist vor allem fiir die Verwendung als Probiotika sehr interessant (DE WEIRDT und VAN DE
WIELE 2015). Aufierdem beschrieben DE WEIRDT und VAN DE WIELE (2015), dass starke
Sauren die Viskositdt der Muzinschicht durch die Erniedrigung der negativen Ladung der
Sialinsduren innerhalb der Disulfidbriickenbildung reduzieren (Abb. 1). Dies wurde von
CANANI und TERRIN (2010) bestédtigt. Zudem lassen hohe Calciumkonzentrationen die
Schleimschicht kollabieren (RAYNAL et al. 2003). Welche Mechanismen genau zu Dysbalancen
in diesem Konstrukt fithren, ist noch weitgehend unverstanden. Weitere Bemithungen und
Forschungsansitze besonders im humanmedizinischem Bereich lassen auf bald verftigbare Daten
und Erkenntnisse hoffen, um auch Einfliisse von Zusatzstoffen in der Nahrung zu verstehen, die

durch dauerhafte Konsumierung auf das Darmepithel und dessen Muzinschicht wirken.
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Abb. 1: Abbildung aus: DE WEIRDT und VAN DE WIELE (2015);
Schematische Darstellung des Dickdarmepithels sowie der Uberblick des
verteilten luminalen Mikrobioms mit sechs dargestellten Faktoren, die die
mikrobielle Besiedlung der Schleimh&ute beeinflussen.

2.1.3.2 Antimikrobielle und antibakterielle Funktion

a) Biofilme

Vor allem aus dem wadssrigen Milieu bekannt sind Biofilme, die als Schleimschichten mit
eingebetteten Mikroorganismen (eine oder mehrere Arten) an Grenzflichen oder aneinander
haften. Die Schleimmatrix wird von den Mikroorganismen tiber extrazellulire polymere
Substanzen (EPS) produziert (COSTERTON 1995). Diese Biopolymere bestehen aus
Polysacchariden, Proteinen, Lipiden und extrazelluldren Nukleinsduren (DNA) und koénnen in
Verbindung mit Wasser stabile Hydrogele formen, in denen sich z.B. bakterielle Kolonien
geschiitzt aufhalten (COSTERTON und LEWANDOWSKI 1995, PAULSEN et al. 1997;
FLEMMING 1999). Aufgrund der bekannten hohen Anpassungsfdhigkeit mikrobieller
Lebewesen an verschiedenste Umweltbedingungen (FLEMMING 1994), sind Biofilmstrukturen
auch im Bereich des Gastrointestinaltrakts, trotz pH-Schwankungen und der Einwirkung von
Verdauungsenzymen moglich.

MACFARLANE et al. (2004) stellten mit Hilfe von mikroskopischen Untersuchungen die

dreidimensionale Struktur von Biofilmen dar, die auf epithelialen Oberflichen des Kolons
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gefunden wurden. Die Biofilmstruktur ist tiber der epithelialen Muzinschicht verteilt, aber nicht
in den Krypten des gesunden Epithels vorhanden (MACFARLANE et al. 2004). Weiterhin wurde
gezeigt, dass Bakterien meist in Mikrokolonien auftraten (MACFARLANE et al. 2004).

DE WEIRDT und VAN DE WIELE (2015) postulierten in ihrem Artikel , Dass es sich bei dem
intestinalen Biofilm, speziell im Grimmdarm, nicht um einen Biofilm im klassischen Sinn
handelt”. Sie beschrieben es eher als Struktur, die sich , als einzigartig an mukosalen Grenzflachen
darstellt und mit dem aus Glykoproteinen aufgebauten polymeren Muzinnetzwerk verbindet”
(DE WEIRDT und VAN DE WIELE 2015) (Abb. 1).

STOODLEY et al. (2002) beschrieben in ihrer Arbeit den grundsatzlichen Aufbau und die
Funktionsweise von Biofilmen als Reservoir mikrobieller Gemeinschaften. Der Aufbau, die
Struktur und die Widerstandsfdhigkeit waren abhédngig von der Zell-Zell-Kommunikation, der
Produktion von EPS, der Wachstumsrate und der Motilitdtsfrequenz. Durch die kontinuierliche
Nahrungsaufnahme ist der Gastrointestinaltrakt ein pradisponierter Raum fiir die Bildung von
Biofilmen. Die Integration von unterschiedlichsten Arten von Mikroorganismen sorgt fiir die
effektivere Realisierung von mehrstufigen Verdauungsprozessen (STOODLEY et al. 2002).
Medizinisch gesehen konnen Biofilme an Oberflichen auch schddlich sein (BROWN und
WILLIAMS 1985). Sie limitieren bei infektiosen Erkrankungen die Heilungstendenz und kénnen
zu Wundheilungsstorungen etwa bei Bisswunden von Hund und Katze fiihren (ZAMBORI et al.
2012) oder Abstoflungsreaktionen kontaminierter Implantate hervorrufen (COSTERTON et al.
1981; DONLAN und COSTERTON 2002). Vor allem erlangten Biofilme in der Medizin grofsere
Aufmerksamkeit im Zusammenhang mit infektiosen Erkrankungen in der Mundhohle
(WHITTAKER et al. 1996; XIE et al. 2000) sowie der Atemwege (GOVAN und DERETIC 1996).
Durch die Anpassungsfahigkeit von Biofilmen stellen sie fiir Mikroorganismen eine effektivere
Lebensform als der Einzelorganismus dar. Die Matrix schiitzt sie vor Schwankungen des pH-
Wertes und osmotischen oder hydraulischen Schwankungen; dariiberhinaus konnen sich
extrazelluldre Enzyme fiir die Verwertung von Nahrstoffen innerhalb dieser Matrix nicht schnell
verflichtigen und sind fiir alle lebenden Mikroorganismen innerhalb der Matrix nutzbar
(FLEMMING 1999).

Die Wirkung antibakterieller Substanzen wird durch die Matrix gehemmt, wodurch die
Mikrokolonien sehr gut davor abgeschirmt sind, was die Therapie mit Antibiotika oder
Bakteriozinen deutlich erschwert (GILBERT et al. 1997). Die Mikrokolonien innerhalb der Matrix
zeigen sogar koordinierte Abwehrmechanismen, was dazu fithrt, dass Antibiotika vollig
wirkungslos sein konnen und die Gefahr der Resistenzbildung gegeben ist (PROSSER et al. 1987;
MAIRA-LITRAN et al. 2000; MAH und O"TOOLE 2001).
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b) Antimikrobielle Peptide

Antimikrobielle Peptide (AMP) sind Oligo- oder Polypeptide, die von prokaryotischen und
eukaryotischen Zellen produziert werden und eine antimikrobielle Wirkung gegen Bakterien,
Pilze, Archaea, Protozoen und Viren entfalten.

Von Bakterien produzierte AMP werden als Bakteriozine bezeichnet, aber auch in komplexen
Organismen bilden Phagozyten (Granulozyten) sowie mukosale Epithelzellen AMP zur Abwehr.
Z.B. werden von Enterozyten und Paneth-Kornerzellen am Darmepithel Enzyme wie Defensine,
Lysozym, Trypsin, Phospholipase A2 oder DNAsen exprimiert, die antimikrobiell wirken
(SARKER und GYR 1992; OUELLETTE und BEVINS 2001). Es ist auch untersucht worden, dass
die Muzinschicht AMP festhilt, sodass sie sich nicht verfliichtigen (MEYER-HOFFERT et al. 2008)
und dass im Bereich des Grimmdarms niedrigere Konzentrationen von AMP auftraten als im
Diinndarm (WEHKAMP et al. 2006). Dies ist durch die vermehrte Anzahl der Paneth-
Kornerzellen und die regulierenden Peyerschen Platten zu erkldaren (BROWN et al. 2013). Die
Paneth-Kornerzellen befinden sich vor allem in den Krypten des Darmepithels, von denen die
Regeneration des Epithels ausgeht (LULLMANN-RAUCH 2003, 2015). Die ausgeschiitteten
Defensine dienen der Abwehr innerhalb des Kryptenlumens, um eine moglichst sterile
Umgebung fiir die Erneuerung des Epithels zu schaffen.

Bei an Morbus Crohn erkrankten Patienten konnte eine deutliche Erniedrigung der Produktion
von Humane Defensine-5 (HD-5) nachgewiesen werden (WEHKAMP et al. 2005), wobei SIMMS
et al. (2008) das allerdings in ihren Untersuchungen widerlegten. Sie postulierten, dass die
niedrigere Produktion von Defensinen allein das Resultat des Untergangs von Epithelgewebe
darstellt. Jedoch wiesen weitere Untersuchungen mit der Verwendung von Knock-out-Mdusen
und in vitro-Studien nach, dass es doch einen genetischen Defekt in der Ligand-Kommunikation
zwischen Paneth-Kornerzellen und den peripheren mononukledren Blutzellen geben konnte,
welcher zu einer Minderproduktion von Defensinen fithrt (COURTH et al. 2015).

Neben der Stimulation {iber endogene Mediatoren kann die Induktion zur AMP-Ausschiittung
auch {tiber Toll-like-Rezeptoren (TLR) und Nucleotid-Oligomerizations-Domains (NOD) auf
Epithelzellen oder Leukozyten erfolgen, die in direktem Kontakt mit Bakterien und speziell mit

Flagellin kommen, welches an TLR binden kann (GEWIRTZ et al. 2001; SCHLEE et al. 2007).

c) Bakteriozine
Bakteriozine gehoren zu den AMP und sind hsher molekulare, ribosomal gebildete Peptide mit
antimikrobiellen Wirkungen gegen eigene oder &hnliche Arten von Bakterien (RILEY und

WERTZ 2002).
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Hauptsédchlich von grampositiven Bakterien und da speziell von Milchsdurebakterien gebildet,
richten sich die meisten Bakteriozine gegen grampositive Bakterien, aber auch
Breitbandwirkungen sind bekannt, die sich auch gegen gramnegative Bakterien richten kénnen
(CINTAS et al. 2011; NESS et al. 2014).

Die Klassifikationen der Bakteriozine dndert sich stetig. Auf vier Klassen konnte sich tiber
chemische Eigenschaften sowie Hitzestabilitdt und Molekulargewicht bisher geeinigt werden. Die
ersten beiden grofsen Klassen bilden die Lantibiotika (Klasse I) und die Nicht-Lantibiotika (Klasse
IT). Uber die nachfolgenden Klassen herrscht noch Uneinigkeit, inwieweit die grolen hitzelabilen
Bakteriozine mit Molekulargewicht {iber 30 kDa eine Klasse bilden oder die bisher
undefinierbaren Gruppen von Bakteriozinen ebenfalls eine Klasse darstellen konnen (REIS et al.
2012; NESS et al. 2014).

Das erste entdeckte und dementsprechend sehr ausgiebig studierte Bakteriozin ist Colizin.
Colizinogene Stamme treten hadufig in der Familie der Enterobacteriaceae auf (RILEY 2011), wie z.B.
E. coli-Bakterien (RILEY 2011). Die bakteriozine Wirkung richtet sich besonders gegen einige
verwandte Kolibakterien-Stimme (BRAUN et al. 1994; RILEY 2011). Die toxische Wirkungsweise
ist bei den Colizinen verschieden (RILEY 2011). Einige Colizine konnen sich als porenbildende
Ionenkandle in die Zellmembran einbauen und dariiber den Ionenaustausch manipulieren (RILEY
und CHAVAN 2007). Anhand von Colizin I konnte gezeigt werden, dass sich das Peptid in die
Zytoplasmamembran einbaut und das Zellinnere durch die Hemmung der ATP-Synthase an ATP
verarmen ldsst (BRAUN et al. 1994). Andere Colizine fungieren als Nucleasen, die die DNA bzw.
RNA zerstoren und damit zur Zelllyse fithren (RILEY und CHAVAN 2007).

Es konnte sogar gezeigt werden, dass Bakteriophagen Bakterienzellen zur Zelllyse fithren, um die
Freisetzung von Colizin zu stimulieren und zu gebrauchen, damit Colizin wiederum die
artgleiche Bakterienpopulation angreift (RILEY and CHAVAN 2007).

Nisin ist ein Bakteriozin, gebildet von Lactococcus lactis (Streptococcus lactis), welches mit
Breitbandwirkung, jedoch nur gegeniiber grampositiven Bakterien, wirkt. Nisin zdhlt zu den
Lantibiotika, die als Peptid-Antibiotika nach der integrierten Aminosdure Lanthionin benannt
sind (JAMES et al. 1991).

Bakteriozine konnen die Oberfldchenrezeptoren an den Zellmembranen erkennen und dariiber
intrazelluldr die Proteinsynthese hemmen bzw. die DNA im Zellkern destruieren und somit zur
Zelllyse fithren (OUWEHAND und VESTERLUND 2004; RILEY 2011). Andere wirken durch das
selektive Transportieren von Ionen durch die Zellmembran und verdandern dadurch intrazelluldre
Stoffwechselvorgange. Durch diese Fihigkeit werden sie auch als Ionophoren eingesetzt

(SCHINK 2007).
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Viele Milchsdurebakterien sind befidhigt, Bakteriozine zu bilden. Reutericyclin ist ebenfalls ein
bekanntes Bakteriozin, gebildet durch einige Stimme von Lactobacillus reuteri. Auch seine
antimikrobielle Wirkung richtet sich vor allem gegen grampositive Bakterien, da die dufere

Membran bei gramnegativen Bakterien als Barriere zu fungieren scheint (GANZLE et al. 2000).

d) Bakteriophagen

Bakteriophagen gelten als haufigstes infektioses Agens in allen Lebensraumen (WHITMAN et al.
1998) mit einer Quote der Wirtsbesiedlung von 10:1 (WOMMACK et al. 1999). Sie besitzen die
Fahigkeit, die Lyse und den Untergang von prokaryotischen Wirtszellen wie Bakterien und
Archaea zu induzieren und sind daher bedeutend in der Modulation der Struktur und Funktion
von bakteriellen Gemeinschaften (GORSKI et al. 2003; BRUSSOW et al. 2004; ZHANG et al. 2006;
ROHWER und THURBER 2009).

Seit jlingster Zeit gelten Bakteriophagen nicht ausschliefilich als potentiell pathogen sondern
zeigen in der Interaktion mit dem bakteriellen Mikrobiom bedeutende niitzliche Eigenschaften in
der Codierung von Merkmalen, die es den Bakterien erleichtern in der Umgebung zu tiberleben.
Die Gemeinschaft wird stabilisiert, um die Widerstandsfahigkeit gegentiber dufSeren Stérungen
zu steigern (BARR et al. 2013; MODI et al. 2013; TIWARI et al. 2014; OGILVIE und JONES 2015).

2009 griindete sich eine internationale wissenschaftliche Organisation in Europa, mit dem Ziel
neue Therapieansétze mit Bakteriophagen zu entwickeln (Phages for Human Applications Group
Europe, www.p-h-a-g-e.org). In einem Artikel diskutiert BRUSSOW (2017) {iber eine mogliche
Phagen-Therapie als Ersatz der Antibiotika-Therapie.

Uber den horizontalen Gentransfer schleusen Bakteriophagen Informationen in die
prokaryotische Wirtszelle, die dadurch Fahigkeiten gewinnt, um sich an verdnderte Lebensrdume
anzupassen. Die Energieaufnahme wird verbessert, um diese Informationen zu konservieren
(PAEPE et al. 2014). Das tragt dazu bei, das Fortbestehen wichtiger Informationen zu sichern,
wenn Populationen durch widrige duflere Umstinde schrumpfen. Diese Uberlebensstrategie in
der Symbiose von Bakteriophagen und Bakterien wird auch als kritisch in der Bildung von
Antibiotikaresistenzen angesehen (OGILVIE et al. 2013; PAEPE et al. 2014). Durch die
Ubermittlung von Genommaterial von einem Bakterium auf andere Bakterien wird zwangslaufig
ein Resistenzreservoir in Bakteriophagen geschaffen (REYES et al. 2010; MINOT et al. 2011; MODI
et al. 2013; OGILVIE et al. 2013).

Des Weiteren konnen einige Phagen im gemaéfiigten, ruhenden Zustand vorliegen, sie werden
dann als Prophage bezeichnet (BOSSI et al. 2003; BROWN et al. 2006). Welche Mechanismen
greifen, damit Prophagen vom gemafigten in den virulenten Zustand wechseln, ist noch nicht

abschliefiend geklart. Es wird angenommen, dass Temperaturdnderung, oxidativer Stress und
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DNA-Schiden, die das Hauptrepressorprotein der Prophage zerstoren und den Eintritt in den
lytischen Zyklus auslosen, Signale der Prophageninduktion sind (BOSSI et al. 2003). Es gibt aber
Hinweise darauf, dass gewisse pathogene Bakterien Prophagen fiir ihren Zweck modulieren
konnen, um die Anzahl an kommensalen Bakterien zu verringern und sich so eine bessere
Position zur Kolonisierung zu verschaffen (ZHANG et al. 2000; MEESSEN-PINARD et al. 2012).
Anderseits ist auch die Stimulation der Produktion von giftigen Substanzen durch die Modulation
der O-antigen-Komponente von Lipopolysacchariden (LPS) in Mikroorganismen wie Salmonella,
E. coli sowie Shigella beschrieben worden (ZHANG et al. 2000). Aber auch umgekehrt haben einige
Beispiele gezeigt, dass kommensale Bakterien in der Lage sind konkurrierende Mikroorganismen
mit Hilfe von Bakteriophagen zu lysieren, um eine Dysbakteriose zu verhindern (BROWN et al.
2006; BARR et al. 2013). Eine signifikante Bestdtigung der Existenz dieser Mechanismen fehlt aber
bisher noch.

BARR et al. (2013) zeigten aufierdem in einem in vitro-Versuch, dass Phagen mit Hilfe der
Oberfldache der Schleimschicht eine antimikrobielle Verteidigungsbarriere schaffen konnen. Es
wurde gezeigt, dass Phagen die Moglichkeit besitzen, sich mit Hilfe von Ig-like-Doménen an ihrer
Oberfliche an das Netz aus Glykoproteinen der Schleimschicht zu heften und damit die
Schleimhautkolonisation begrenzen sowie Wechselwirkungen mit Bakterien eingehen kénnen
(BARR et al. 2013). Die Studie von BARR et al. (2013) stellte gleichzeitig die Korrelation der
Zunahme der Schichtdicke der Muzinschicht im Zusammenhang mit der Phagendichte dar. Die
Phagendichte war im Vergleich zu nicht-mukosalen Oberfldichen bzw. geringer mukosaler
Schichtdicke signifikant reduziert (BARR et al. 2013).

Der einflussnehmende Faktor der Replikation wurde durch die modifizierte Abwesenheit von
Wirtsbakterien ausgespart. Inwieweit die Abhdngigkeit der Phagendichte von der Muzinschicht
in vivo zutrifft, ist noch nicht gezeigt (BARR et al. 2013).

e) pH-Wert

Die Abschnitte des Gastrointestinaltrakts unterscheiden sich aufier in ihrer Morphologie und
Funktion auch durch den intraluminalen pH-Wert. Dieser wird durch das Milieu mit den
sezernierten Enzymen sowie Puffern und Sduren beeinflusst (MEYER und COENEN 2014). Von
oral beginnend herrscht je nach Spezies ein pH-Wert 5-6 im Mundraum, der im Bereich des
Magens unter pH 3 in den stark sauren Bereich absinkt und erst im Diinndarm in den neutralen
Bereich auf pH-Wert 7 ansteigt (ARGENZIO 1975; MEYER und COENEN 2014). Der intragastrale
pH-Wert bei Pferden mit Heufiitterung tiber 24 Stunden betrug im Median 2,69 (1,57 - 4,02)
(DAMKE et al. 2015). Innerhalb des Diinndarms wurden pH-Werte von 8,0 £ 0,1 sowie 3,9 £ 0,7
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(1h postprandial) und distal im Bereich des Caecums ein pH-Wert von 6,7 + 0,2 gemessen, dhnlich
dem Colon transversum mit einem pH-Wert von 6,5 £ 0,3 (GLATTER et al. 2016).

Aufgrund des niedrigen pH-Wertes im Magen ist von einer sparlichen mikrobiellen Besiedlung
auszugehen, wobei bisher auch nur wenige Mikroorganismen wie Heliocobacter pylori, Lactobacillus
spp., Sarcina spp. sowie Streptococci spp. in Konzentrationen von 10! - 103 CFU/ml nachgewiesen
wurden (HEPBURN 2004; COSTA et al. 2015a).

Untersuchungen bei Menschen mit Dysphagie, die iiber lingere Zeit mit Erndhrungssonden
erndhrt wurden, zeigten eine mikrobielle Uberwucherung im Bereich des Magens und des
proximalen Duodenums (CABRE und GASSULL 1993). Grund dafiir konnen Effekte der pH-
Modulation sowie antibiotische Resistenzen sein, wobei beobachtet wurde, dass besonders E. coli-
Bakterien bei niedrigem pH-Wert sehr gut tiberleben konnen (O'MAY et al. 2005). Eigentlich
missten die eingedrungenen Protonen das Zytoplasma der E. coli-Bakterien ansduern, welches
iber Verschiebungen der Stoffwechselvorginge dann zur Zelllyse fiihren wiirde. ILGU et al.
(2016) erkannten jedoch den Mechanismus mit dem E. coli-Bakterien ihr Sdure-Resistenz-System
aufrechterhalten: Durch die Umwandlung von Aminosduren wie L-Arginin in das Molekiil
Agmatin, welches an Protonen gebunden ist und tiber das Transportprotein AdiC ausgeschleust
wird, sind E. coli-Bakterien in der Lage das Uberleben im sauren Milieu zu sichern (ILGU et al.
2016).

Daneben konnen iibermiflig aus der Nahrung anfallende Abbauprodukte und / oder deren
verzogerter Abtransport aufgrund fehlender Peristaltik den physiologischen pH-Wert-
Gradienten im Magen- und Darmtrakt verschieben. Dies wiederum begiinstigt das Wachstum
pathogener oder opportunistischer mikrobieller Arten wie z.B. das vermehrte Auftreten von
Hefen wie Candida spp. (GOTTLIEB et al. 1994). Aufierdem sinkt der pH-Wert mit vermehrtem
Aufkommen von kurzkettigen Fettsduren aus mikrobieller Fermentation (MOUNTZOURIS et al.
2002; O'MAY et al. 2005). Dahingegen fiihrt die vermehrte proteolytische Spaltung von Aminen
durch Bacteroides spp. oder Clostridium spp. durch das vermehrte Vorkommen von Ammoniak,
Sulfiden sowie Phenol zum Anstieg des pH-Werts und damit zur Alkalisierung des intestinalen
Milieus (MOUNTZOURIS et al. 2002).

Neben Bakterien sind alle anderen Mikroorganismen gleichermafsen pH-abhéngig im Wachstum
und Vorkommen, was bisher nur marginal untersucht wurde. Bakteriophagen beispielsweise
zeigen eine besondere pH-Wert-Abhdngigkeit und sind bei pH-Wert 5 - 9 besonders aktiv,
wohingegen sie bei einem pH-Wert unter 3 und tiber 11 inaktiv vorliegen (KERBY et al. 1949).
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) Gallensdiuren

Fiir die Verdauung von Nahrungsfetten emulgieren Gallensduren die wasserunltslichen Lipide
zu Mizellen, so dass eine Resorption tiber das Darmepithel erfolgen kann. Anschlieffend werden
95 - 98 % der in das Duodenum sezernierten Gallensduren im Ileum riickresorbiert und
durchlaufen den enterohepatischen Kreislauf (RUSSEL 2003; RIDLON et al. 2005, HOFMANN
2009). Die verbleibenden 2 - 5 % der Gallensduren werden mit dem Kot physiologisch
ausgeschieden. Vorwiegend im Grimmdarm werden diese Gallensalze durch spezialisierte
Bakterien konjugiert und die Aminosduren Glycin und Taurin abgespalten (BEGLEY et al. 2005;
RIDLON et al. 2005, 2016). Es handelt sich um auf 7a-dehydroxylation-spezialisierte Bakterien,
die die konjugierte Primdr-Gallensdure zu Deoxycholsdure und Lithocholsdure umwandeln
(RIDLON et al. 2005, 2016).

Es konnte gezeigt werden, dass mit Induktion einer AAD gleichzeitig eine Reduktion der
Deoxycholsdure und Lithocholsdure vorlag (ANTUNES et al. 2011; THERIOT et al. 2014, 2016).
Weitere Studien ergaben, dass Gallensduren die Sporenreifung und das Wachstum von C. difficile
beeinflussen konnen (WILSON et al. 1982; WILSON 1983). Die Auskeimung kann durch die
unkonjugierten Metabolite der Gallensdure gehemmt werden. Deoxycholsdure und
Lithocholsdure sind starke Inhibitoren von Sporenauswuchs (FRANCIS et al. 2013B;
WEINGARDEN et al. 2015). Daher wird vermutet, dass bei einer Reduktion von Deoxycholsdure
und Lithochollsdure die Ausreifung von Sporen positiv beeinflusst wird. Diese Vermutung

unterstiitzen bisher jedoch nur in vitro-Untersuchungen (BUFFIE et al. 2014).

9) Milchsiurebakterien

Milchsdurebakterien sind bedeutend fiir eine antimikrobielle Wirkung im Darm. Sie produzieren
tiber Fermentation von Kohlenhydraten Milchsdure neben Essigsdure, Propionsdure, Ethanol und
Kohlendioxid (OUWEHAND und VESTERLUND 2004). Diese Mischung aus Sduren sorgt fiir
einen synergistischen Effekt. Es fiel auf, dass schwache Sduren eine stirkere antimikrobielle
Wirkung bei niedrigem pH-Wert erzeugen kénnen (ROTH et al. 1993). Daher wird vermutet, dass
durch die Milchsédure der pH-Wert temporadr im Milieu absinkt und Essig- und Propionsdure so
zu einer starkeren antimikrobiellen Wirkung kommen. Das konnte auch in einer Hemmung der
Wachstumsrate von Salmonella spp. gezeigt werden (VAN IMMERSEEL et al. 2006). Sowohl Essig-
als auch Propionsdure besitzen eine starkere antimikrobielle Aktivitédt als Milchsdure, was durch
den hoheren pKa im Vergleich zur Milchsdure erklart werden kann (OUWEHAND und
VESTERLUND 2004; ROTH und ETTLE 2005). Propionsdure verfiigt tiber eine starkere Wirkung
gegen Hefen und Schimmelpilzen, aber auch Essigsdure ist ein starker Inhibitor (OUWEHAND
und VESTERLUND 2004; PELAEZ et al. 2012). Die Milchsdurebakterien konnen dariiber hinaus
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in Anwesenheit von kleinen Mengen Sauerstoff Wasserstoffperoxid generieren, welches ebenfalls
tiber die Hemmung des Glukosetransportes (Glykolyse) eine bakteriostatische Wirkung auf
manche Bakterien entfalten kann (OUWEHAND und VESTERLUND 2004).

Aufierdem beeinflusst die Bildung von Wasserstoffperoxid das Immunsystem des Wirtes tiber die
Aktivierung und Induktion der vermehrten Transkription von Peroxisome proliferator-activated
receptor y (PPAR-y), welcher Einfluss auf Entztindungen und die Himostase der Mukosa nimmt
(VOLTAN et al. 2008).

Weiterhin ist gezeigt worden, dass durch Stamme von Milchsdurebakterien wie Lb. planturum
299v die Synthese von MUC2 und MUC3 in HT-29-Zellen (Enterozyte-like Phenotype) gefordert
wird bei gleichzeitiger Hemmung der Bindung von pathogenen E. coli-Stammen wie E2348/69
(EPEC) (MACK et al. 1999). Auch bei E. faecium konnte eine Steigerung der MUC2-Bildung sowie
eine Hemmung von C. difficile erreicht werden (PEDICORD et al. 2016). Dartiberhinaus hemmen
die Milchsdurebakterien tiber die Bildung von Stickstoff bzw. Stickstoffmonoxid das
Bakterienwachstum (MORITA et al. 1997; XU und VERSTRAETE 2001, KARAHAN et al. 2005;
IVEC et al. 2007). Aufierdem sind einige Milchsdurebakterien mit Bakteriozinen ausgestattet
(MARCO et al. 2007, 2009; RAFTIS et al. 2011). Da Milchsdurebakterien sowohl fiir die
Lebensmittelherstellung als auch fiir die Anwendung als Probiotikum sehr bedeutend sind,
konnten bereits sehr viele Informationen {iber ihren Einfluss und ihre Eigenschaften

zusammengetragen werden (TURPIN et al. 2010; ARENA et al. 2017).

2.1.3.3 Metabolische Funktion

Der enzymatische Abbau von organischen Materialen wird beim Menschen und vielen Tierarten
wie Hund und Katze hauptsichlich {iber korpereigene Verdauungsenzyme realisiert. Beim Pferd
besitzt die mikrobielle Fermentation eine grofiere Bedeutung, sodass 60 - 70 % des
Energieerhaltungsbedarfes aus der Energie aus mikrobiell erzeugten Fermentationsprodukten
bereitsgestellt werden (ARGENZIO et al. 1974, 1975; BERGMANN 1990).

Sdugetiere mit herbivorer Erndhrungsweise sind besonders auf Fermentationsprodukte
angewiesen, da hauptséchlich organische Substanzen anfallen, die im oberen Verdauungstrakt
nicht durch korpereigene Enzyme hydrolisiert werden konnen. Nur der untere Verdauungstrakt
steht fiir die mikrobielle anaerobe Fermentation zur Verfiigung. Zusammengefasst gehoren zu
diesen organischen Substanzen, die nicht durch korpereigene Enzyme verdaubar sind,
Kohlenhydrate wie Zellulose, Hemizellulose, Pektin, Inulin, Lignin sowie resistente Starke. Diese
werden zu kurzkettigen, fliichtigen Fettsduren wie Acetat, Propionat und Butyrat sowie in
geringerem Mafle auch zu Succinat und Laktat abgebaut und zur Energieversorgung

verschiedener Gewebe absorbiert (ARGENZIO 1974, 1975, CUMMINGS und MACFARLANE
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1991). Das Aufkommen der unterschiedlichen, fliichtigen Fettsduren variiert in Abhdngigkeit von
der aufgenommenen Futterart und -menge (MEYER und COENEN 2014). Jedoch stellen Acetat,
Propionat und Butyrat mehr als 85 % der produzierten, kurzkettigen Fettsduren dar (CUMMINGS
und MACFARLANE 1991; TOPPING und CLIFTON 2001; HOOPER et al. 2002; MCMANUS et
al. 2002; MACFARLANE und MACFARLANE 2003; WONG et al. 2006; ZOETENDAL und DE
VOS 2014).
Die Resultate von GLATTER et al. (2016) zur Messung der Fermentationsprodukte beim Pferd pro
Darmkompartiment bestitigten die hochsten Konzentrationen an kurzkettigen Fettsduren in den
Anteilen des proximalen Colons, also des ventralen Colons, bei den Pferden der Kontrollgruppe.
Uberraschenderweise waren aber hthere Werte von Acetat und Butyrat im Bereich des Magens
bei der Fiitterung von Inulin gegeniiber den Kontrollpferden mit einer geringgradigen Senkung
des gastralen pH-Wertes messbar. In der prabiotischen Verwendung von Inulin gilt dies als
Risikofaktor fiir Magenldsionen (GLATTER et al. 2016).
Wiéhrend Acetat und Propionat eher als Energielieferant fiir Gehirn, Herz und Muskeln gelten,
liefert Butyrat hauptsdchlich die Energie fur die Colonepithelzellen (ROEDIGER 1980,
CUMMINGS et al. 1987, BERGMAN 1990, GILL und ROWLAND 2002, MONTAGNE et al. 2003,
WONG et al. 2006). Auflerdem unterstiitzt Butyrat die Regulation der Zellproliferation und
-differenzierung, in dem es wachstumsfoérdernden Einfluss auf die Epithelzellen der Colonozyten
hat, was sich besonders bei der Ausbildung des Darmepithels innerhalb der ontogenetischen
Entwicklung vom Jungtier zum Adulten bemerkbar macht (CUMMINGS und MACFARLANE
1991). Auch wurden immunmodulatorische Eigenschaften nachgewiesen (ROEDIGER 1980;
HAMER et al. 2008) sowie die Tendenz das Risiko von Darmkrebserkrankungen unter dem
Einfluss von Butyrat zu senken (WILLIAMS et al. 2003).
Uber die Erhthung von Ballaststoffen und Kohlenhydratverbindungen wie Oligofructose,
Lactulose und Inulin in der Nahrungszufuhr kann intraluminal eine Erhéhung der Butyrat-
Konzentration erreicht werden (TERADA et al. 1992, CAMPELL et al. 1997). Ein Mangel an
Butyrat bedeutet einen Mangel an Energie fiir die Darmepithelzellen und kann dadurch
entziindliche Darmerkrankungen begiinstigen (BARCENILLA et al. 2000, PRYDE et al. 2002,
DUNCAN et al. 2007, LOUIS et al. 2010, BUI et al. 2014).
Bakterien des Clostridium-Clusters XIVa wie Roseburia spp., Eubacterium rectale sowie zum Cluster
IV gehorige Vertreter wie Faecalibacterium spp. gelten als typische Butyratlieferanten
(BARCENILLA et al. 2000; PRYDE et al. 2002; DUNCAN et al. 2007; LOUIS et al. 2010; BUI et al.
2014). Auch Lactobacillus spp. und Bifidobacterium spp. sind in der Lage die Bildung von Butyrat zu
steigern und werden tiber Probiotika zu diesem Zweck bereits therapeutisch eingesetzt
(OUWEHAND et al. 2002). Acetat dient wiederum als Energiequelle fiir einige Butyrat-
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produzierenden Bakterien (WONG et al. 2006; VIPPERLA und O'KEEFE 2012). Genauso fungiert
Acetat als Ausgangstoff in der Lipogenese oder Cholesterinbiosynthese des Wirtsorganismus bei
der Umwandlung zu Acetyl-Coenzym A. Auch Propionsdure unterstiitzt u.a. das Darmepithel
mit Energie {iber den Zellstoffwechsel, in dem es iiber Oxalessigsdure und Pyruvat fiir die
Glukoneogenese genutzt werden kann (MEYER und COENEN 2014).

Weiterhin sind modulatorische Eigenschaften von kurzkettigen fliichtigen Fettsduren tiber die
Stimulation von neuroendokrinen Zellen im Darmepithel entdeckt worden, die wiederum tiber
die Sezernierung von endogenen Botenstoffen die Insulinproduktion des Pankreas aktivieren
bzw. die Bildung von Glukagon reduzieren (CANI und DELZENNE 2009; VRIEZE et al. 2012).
Neben fliichtigen Fettsduren entstehen aus der Fermentation von Gertiststoffen der
Polysaccharide Gase wie Wasserstoff, Kohlendioxid und Methan. Inwieweit die Methanogenese
in der Energiegewinnung genutzt werden kann, bedarf noch genauerer Forschung. Pradominante
Substrate in der Methanbildung sind Wasserstoff und Kohlendioxid, aber auch Acetat, die tiber
hydrogenotrophe bzw. acetoklastische Methanogenese durch synthotrophe Mikroorganismen,
vorrangig Archaea, zu Methan abgebaut werden (DEPPENMEIER 2002). JOBLIN (1999) zeigte in
der Eliminierung von Protozoen aus dem System eine Reduzierung der Methanproduktion durch
das Fehlen des Wasserstoffs, was beweist, dass Wasserstoff hauptsdchlich durch Protozoen
produziert wird. Gleichzeitig erfolgt eine Reduzierung von Archaea-Stimmen (JOBLIN 1999),
denn Archaea sind {iiber die acetoklastische Methanogenese auf Wasserstoff zur
Energiegewinnung angewiesen (JOBLIN 1999). In einem weiteren Experiment wurden in einem
Pansendkosystem durch Defaunation die Protozoen entfernt bzw. die Protozoenzahl gesenkt mit
dem Ergebnis, dass sich die Methanproduktion ebenfalls je nach Erndhrung um bis zu 50 %
reduzierte (MARTIN et al. 2010). Das bestatigt die Abhdngigkeit verschiedener Mikroorganismen
untereinander und von den Gegebenheiten des intraluminalen Milieus. Es beweist, dass die
Fermentationsprodukte sich mit dem intestinalen Mikrobiom im balancierten Zustand befinden.
Abgesehen davon ist die Produktion von Methan bei monogastrischen Tieren im Vergleich zu
Wiederkéduern wesentlich geringer. So produziert ein Pferd lediglich 80 Liter Methan pro Tag und
eine 500 kg schwere Kuh etwa 230 Liter Methan pro Tag (JENSEN 1996).

Nahrungsfette gelangen physiologischerweise nicht in den Blind- und Grimmdarm, lediglich
solche, die indirekt an Gallensduren gebunden und fiir die Ausscheidung vorgesehen sind.
Gallensalze konnen das mikrobielle Milieu stéren, jedoch kommen mit Hydrolasen ausgestattete
Bakterien vor, die Gallensalze dekonjugieren konnen (JONES et al. 2008, ZOETENDAL und DE
VOS 2014).

Zur allgemeinen Energiebilanz tragen auch Futterproteine bei. Abgestorbene Bakterien, endogene

Proteine sowie Harnstoff aus dem Stickstoffkreislauf sammeln sich in den distalen
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Darmabschnitten an. Dort werden diese Proteine durch proteolytische Spaltung und Harnstoff
durch bakterielle Urease zu Aminen, Ammoniak und Kohlendioxid gespalten und absorbiert
(MEYER und COENEN 2014). Sie sind somit Teil der Energiebilanz, ihr Anteil daran fallt jedoch
im Vergleich zu Kohlenhydraten bedeutend geringer aus (MACFARLANE et al. 1992).
Dartiiberhinaus gelten die anfallenden Endsubstanzen, wie z. B. Ammoniak, je nach Menge und
Dauer der Exposition, auch als potentiell toxisch fiir Colonozyten (NOUSIAINEN 1991).
Untersuchungen beim Schwein haben gezeigt, dass Ammoniak sich negativ auf die Villlushche
des Darmepithels auswirkt (NOUSIAINEN 1991) und beim Menschen die Stdrke der
Kolonschleimschicht bei gleichzeitigem Verlust der Barrierefunktion abnehmen ldsst (TODEN et
al. 2005, 2006).

Neben der Bereitstellung von Energie durch mikrobielle Fermentation unverdaulicher (durch
korpereigenen Enzyme nicht spaltbarer) organischer Substanzen, tragen die Mikroorganismen
auch wesentlich zur Vitaminsynthese (Vitamin K, Folsdure, Cobalamin, Riboflavin, Thiamin) bei.
Auch sind sie an der Absorption von Calcium-, Magnesium- und Eisenionen beteiligt (ROLFE

1984; HOOPER und GORDON 2001; HOOPER et al. 2002; MARTENS et al. 2002).

2.1.3.4 Immunologische Funktion

Intestinale Mikroorganismen haben einen wesentlichen Einfluss auf das darmassoziierte
lymphatische Gewebe (englisch GALT= gut-associated lymphoid tissue), welches einen sehr
groflen Teil des Immunsystem im Organismus reprasentiert.

Mit der Etablierung und Besiedelung des Gastrointestinaltrakts bei Neugeborenen beginnt die
erste Konfrontation mit dem angeborenen Immunsystem. Die Permeabilitidt des Darmes ist bei
Fohlen zu Beginn noch hoch, um die Resorption von Immunglobulinen, die tiber das Kolostrum
aufgenommen werden, zu gewdhrleisten. Das Darmepithel leistet in den ersten Tagen eine
extreme Proliferation. Sie fithrt dazu, dass sich ein intaktes Darmepithel ausbilden kann, welches
gleichzeitig die resorptiven Aufgaben erfiillt (selektive Permeabilitdt) und als Barriere fungiert.
Die Schleimhautoberfliche ist durch die Nahrungsaufnahme und die Besiedlung mit
Mikroorganismen im stdndigen Kontakt zu Antigenen und korperfremdem Material. Mehrere
immunologische Strukturen bieten der Schleimhautoberfliche dabei Schutz vor Invasion. Das
Epithel des Darmes fungiert als wichtige organisierte Barriere an der Oberfldche der Schleimhaut,
sie ist tiber Tight Junctions fest verbunden und die Enterozyten stehen fiir die Resorption von
Nahrungsbestandteilen, Mineralien sowie Wasser zur Verfiigung. Die Epithelzellen halten den
immunologischen Informationsaustausch tiber das Sezernieren von Zytokinen und Chemokinen
aufrecht, die die lymphoiden Epithelzellen ansprechen, die wiederum tiber Interleukine (IL-22)

die Produktion von Defensinen stimulieren koénnen (O’NEIL et al. 1999; ECKMANN 2005).
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Die Paneth-Kornerzellen (siehe 2.1.3.2b Antimikrobielle Peptide) sind spezialisierte Driisenzellen,
die in den Krypten zwischen den Darmzotten lokalisiert sind. Sie befinden sich innerhalb des
Darmepithels. Dort schiitzen sie iiber die Bildung und Sezernierung von antimikrobiell
wirksamen Substanzen (merokrine Sekretion), wie Lysozym, Defensine, Peptidasen sowie
Laktoferrin, die Stammzellen und die neugebildeten Epithelzellen (SARKER und GYR 1992;
OUELLETTE und BEVINS 2001).

Aus der Region der Krypten heraus regeneriert sich das Darmepithel und stofit tiberalterte
Epithelzellen an der Zottenspitze ab (Apoptose). Dem Darmepithel anliegend fungiert die
Mukusschicht als zusitzliche Barriere (JOHANSSON et al. 2008), die zusétzlich antibakteriell
wirksame Substanzen wie Defensine in der Mukusschicht konservieren kann (DUPONT et al.
2014).

In der Tela submucosa und Lamina propria sind weitere immunologisch wichtige Strukturen wie
Ansammlungen von lymphoiden Follikeln, die sogenannten Peyersche Platten (Noduli
lymphoidei aggregati) enthalten, die neben isolierten Lymphfollikeln im Bereich des Diinndarms
besonders im Ileum vorkommen und als das eigentliche GALT bezeichnet werden. Innerhalb der
Lymphfollikel der Peyerschen Platten befinden sich vor allem B-Lymphozyten, die sich nach
Antigenprasentation zu Plasmazellen ausdifferenzieren und Immunglobulin A (IgA) sezernieren
sowie auch T-Lymphozyten. Damit es zur Antigenprasentation kommen kann, befinden sich tiber
den Peyerschen Platten zwischen den Enterozyten spezialisierte Epithelzellen wie die M-Zellen
(englisch: microfold cells), die durch das Fehlen von Muzin und Mikrovilli an der Oberfldche
befahigt sind, Antigene direkt zu kontaktieren. Von der Basis der M-Zellen werden die Antigene
tiber dendritische Zellen entweder an die Peyerschen Platten weitergeleitet oder eigenstandig von
den dendritischen Zellen aufgenommen. Durch ihre filigranen Zellfortsdtze erreichen sie
paraepithelial die Oberfliche (JANEWAY 2002). Diese Antigene werden anschlieffend naiven
T-Zellen prasentiert und eine T-Zell-abhingige Immunantwort eingeleitet. Ahnlich den
dendritischen Zellen, konnen auch Makrophagen effektiv Antigene prasentieren. Im peripheren
Raum der Lamina propria lagern zahlreiche Makrophagen, Lymphozyten und dendritische
Zellen, die tiber Phagozytose und Antigenprasentation einen wichtigen Beitrag zur adaptiven
Mukosaabwehr im Darm leisten. Zeitgleich sorgen regulatorische T-Zellen sowie dendritische
Zellen daftir, dass bei apathogenen Antigenen eine Toleranz der Abwehrmechanismen eingeleitet
wird, anstatt Entztindungsprozesse auszulosen. Kommt es zur Plasmazelldifferenzierung sowie
Ausschiittung von IgA, konnen die Enterozyten die Antikorper per Transzytose nach apikal
transportieren und geben an die Oberfldche IgA-gekoppeltes Rezeptorprotein ab. Dadurch wird

eine schnelle proteolytische Spaltung von IgA verhindert und eine Anreicherung in der
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Muzinschicht erméglicht (LULLMANN-RAUCH 2003, 2015). Immunglobuline haben eine hohe
Antigenspezifitdt und neutralisieren tiber die Bindung Pathogene und Toxine.

Die kontinuierliche Anwesenheit von Mikroorganismen erschwert Untersuchungen zum
Zusammenspiel von kommensalen Bakterien und der Darmimmunitit. Es gibt Studien, in denen
versucht wurde mit Hilfe von keimfreien Mausen die IgA-Immunantwort abhéngig von einer
mikrobiellen Neukolonisation nachzuvollziehen, wobei eine dynamische Anpassung der
spezifischen IgA-Bildung mit Zunahme der Kolonisation beobachtet wurde (HAPFELMEIER et
al. 2010). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass das Vorkommen von IgA die
proinflammatorischen Signalwege sowie die bakterielle Expression von Epitopen reduziert
(PETERSON et al. 2007). Auch wurde im Tierexperiment festgestellt, dass unter keimfreien
Bedingungen keine intestinalen Entziindungen per se entstehen und vermutlich die kommensale
Darmflora auch Darmentziindungen stimulieren kann (HEIMESAAT et al. 2006).

Das intestinale mukosale Immunsystem ist im gesunden Zustand im Gleichgewicht zwischen
Toleranz und Immunitét. Die Mechanismen zur Toleranz trotz des stindigen Antigenkontaktes
aus kommensaler Flora und Nahrungsantigenen sind Gegenstand gegenwaértiger Forschung.
QIAO et al. (1991) beobachteten, dass T-Zellen der Lamina propria schwieriger tiber T-
Zellrezeptoren zu stimulieren waren und dort auflerdem eine vergleichsweise hohere
Apoptoserate als im peripheren Immunsystem festzustellen war (BOIRIVANT et al. 1996).
Dariiberhinaus wird eine dominierende antiinflammatorische Sezernierung von Chemokinen wie
IL-10 und TGF-f8 von regulatorischen T-Zellen und Epithelzellen, die die Aktivierung von
Makrophagen und anderen T-Zellen hemmen, vermutet (TARGAN et al. 1995; BRAUNSTEIN et
al. 1997). Uber die Spezifitit der Antigenerkennung in der humoralen Immunantwort wird

weiterhin selektiv auf pathogene Keime reagiert (DUPONT et al. 2014).

2.2 Das equine Mikrobiom

Mit Hilfe von molekulargenetischen Methoden wurden als dominierende Bakterienstimme
Firmicutes und Bacteroidetes als sowohl intestinal als auch in Fazes beim Pferd nachgewiesen
(DALY et al. 2001, SHEPHARD et al. 2012; STEELMANN et al. 2012; DOUGAL et al. 2013;
MOREAU et al. 2014; HANSEN et al. 2015; PROUDMAN et al. 2015; COSTA et al. 2015a). Diese
Ergebnisse dhneln den Untersuchungen bei anderen Sdugetieren (ECKBURG et al. 2005; GILL et
al. 2006; XENOULIS et al. 2008; OLIVEIRA et al. 2013; WANG et al. 2017), wobei ausschlieslich
die Phylum Firmicutes konstant sowohl intestinal als auch in Fdzes mit prozentual deutlichem
Abstand zu nachfolgenden Stimmen auffindbar war. In den Untersuchungen von DOUGAL et
al. (2014) waren in Fazes durchschnittlich Firmicutes mit 45 %, Bacteroidetes mit 37 % und mit 0,5 -

3,5 % weitere Staimme bestehend aus Proteobacteria, Spirochaetae und Actinobacteria messbar.
Y
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Intestinal im Colon des Pferdes konnten Firmicutes mit 46 % und Bacteroidetes mit 43 % und im
Ileum Firmicutes mit 70 %, Proteobacteria mit 14 % sowie Bacteroidetes mit 10 % aus 10
darmgesunden Pferden nachgewiesen werden (DOUGAL et al. 2013). Der Firmicutes-Stamm
dominierte auch in den Ergebnissen von COSTA et al. (2015a) mit tiber 40 % in allen
Darmabschnitten der untersuchten Pferde. Auf unterer Taxonomieebene variieren allerdings die
Ergebnisse unter den verschiedenen Autoren.

Innerhalb des Phylum Firmicutes ist die Klasse Clostridia in der ermittelten bakteriellen Population
tiberdurchschnittlich haufig (COSTA et al. 2015a). Generell gelten die Anaerobier als mafigebliche
Vertreter der intestinalen mikrobiellen Gemeinschaft (SCHOSTER et al. 2013; SADET-
BOURGETEAU et al. 2014; DOUGAL et al. 2014; COSTA et al. 2015a; JULLIAND und GRIMM
2016).

Im Futterungsversuch von DE FOMBELLE et al. (2003) wurden u.a. Konzentrationen von
Anaerobiern in diversen Lokalisationen des Pferdedarmes bestimmt. Dabei ergab sich eine
durchschnittliche Konzentration der Anaerobier von 7,4x 107 - 3,7x 109 CFU/ml in jedem Segment
(DE FOMBELLE et al. 2003), wobei anteilig davon niedrigere Bakterienkonzentrationen der
Anaerobier im grofsen Colon im Vergleich zum Caecum des Pferdes unabhingig von der
Futterration zu messen waren (DE FOMBELLE et al. 2003).

Zellulolytische Bakterien, die besonders fiir die Verwertung von Rohfaserbestandteilen zustandig
sind, wurden separat mit Konzentrationen von 59x 104 - 1,6x 106 CFU/ml im Bereich des
Grimmdarms sowie 3,0x 102 CFU/ml prdzakal erfasst (DE FOMBELLE et al. 2003). Wichtige
Vertreter sind Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus flavefaciens und Ruminococcus albus (HASTIE
et al. 2008), die auch schon im Pansen nachgewiesen wurden (HUNGATE 1966; WEIMER 1996).
Eine quantitative Prdidominanz von zellulolytischen Bakterien hatte sich bisher nicht bestatigt
(JULLIAND et al. 1999; HASTIE et al. 2008; JULLIAND und GRIMM 2016). Dennoch wird
diskutiert, ob Verdnderungen in Qualitit und Quantitit von zellulolytischen Bakterien
Milieuverdanderungen der mikrobiellen Gemeinschaft primar anzeigen konnen (DOUGAL et al.
2013; JULLIAND und GRIMM 2016).

Als butyratbildende Bakterien gelten Familien aus der Klasse der Clostridia wie die Familien
Lachnospiraceae und Ruminococcaceae (DOUGAL et al. 2014; COSTA et al. 2015a) sowie
Prevotellaceae und Fibrobacteraceae (DOUGAL et al. 2014).

Die Konzentrationen von Lactobacillus spp. und Streptococcus spp. waren in der Untersuchung von
DE FOMBELLE et al. (2003) geringer und besonders stark von der Rationszusammenstellung
abhéngig. Fiir die Laktobazilli waren die Konzentrationen im Pferdemagen am hochsten. Die
Konzentrationen von Streptococcus spp. waren tiber den Gastrointestinaltrakt gleichmafSig verteilt.

Die Konzentrationen von Milchsdurebakterien waren ebenfalls abhingig von der anatomischen
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Lokalisation, wobei die hochsten Messergebnisse im Magen ermittelt wurden (DE FOMBELLE et
al. 2003).

Verdnderungen in der Zusammensetzung des Mikrobioms, vorzugsweise auf unterer Taxonomie-
Ebene, hiangen von einflussnehmenden Faktoren wie der Fiitterungsration, dem Alter der Pferde
sowie der methodischen Auswertung der Testergebnisse ab. So zeigten Tierfiitterungsversuche
mit gleichzeitiger mikrobieller Analyse von Fazes oder Ingesta aus Darmsegmenten Unterschiede
in der qualitativen Zusammensetzung bei verschiedenen Rationen (KERN et al. 1973; WILLING
et al. 2009; BIDDLE et al. 2013; DOUGAL et al. 2014; FERNANDES et al. 2014; MURRAY et al.
2014; HARLOW et al. 2015, HANSEN et al. 2015; VENABLE et al. 2017) bzw. in Abhdngigkeit vom
Alter der Pferde (DOUGAL et al. 2014; COSTA et al. 2016, SCHOSTER et al. 2017).

Bezuiglich der Qualitdt und Quantitit von anderen mikrobiellen Organismen und ihrer
funktionellen Bedeutung in der kommensalen Flora ist noch nicht viel bekannt.

Protozoen, Archaea und anaerobe Pilze liefsen sich sowohl in Caecum, rechtem dorsalen Colon
sowie Fdzes des Pferdes nachweisen (DOUGAL et al. 2012), wobei die Konzentrationen von
Protozoen und methanogenen Archaeen im rechten dorsalen Colon signifikant hoher lagen als im
Caecum oder in Fizes (DOUGAL et al. 2012).

ORPIN (1981) konnte bei der Untersuchung auf anaerobe Pilze drei verschiedene Isolate von
Phycomycetenpilzen sowie die Spezies Piromyces citronii aus dem Blinddarm des Pferdes
isolieren. DOUGAL et al. (2012) zeigten in ihrer Untersuchung, dass in allen untersuchten
Regionen (Caecum, rechtes dorsales Colon, Fidzes) anaerobe Pilze tiber q-PCR nachgewiesen
werden konnten, es bestanden jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen den
untersuchten Lokalisationen. Aus dem Caecuminhalt des Pferdes konnten Konzentrationen fiir

anaerobe Pilze von 102- 103/ ml bestimmt werden (ORPIN 1981; JULLIAND et al. 1999).

2.21 Unterschiede des Mikrobioms innerhalb verschiedener Kompartimente

Der voluminose Gastrointestinaltrakt des Pferdes wird in Studien zur Fermentation und
mikrobiellen Besiedlung in seine verschiedenen Kompartimente wie den einhohligen Magen,
Diinndarmabschnitten (Duodenum, Jejunum, Ileum), das Caecum, grofies Colon (Colon
ascendens), kleines Colon (Colon descendens) und das Rektum differenziert. Unterschiede in der
Zusammensetzung der Mikrobiota zwischen den Segmenten in zahlreichen Untersuchungen
wurden festgestellt (DE FOMBELLE et al. 2003; HASTIE et al. 2008; SADET-BOURGETEAU and
JULLIAND 2010; DOUGAL et al. 2011; DOUGAL et al. 2012; COSTA et al. 2012; SCHOSTER et al.
2013; DOUGAL et al. 2013; DOUGAL et al. 2014; FERNANDES et al. 2014; COSTA et al. 2015a;
HANSEN et al. 2015; PHILIPPEAU et al. 2015; HARLOW et al. 2016; COSTA et al. 2016).
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MACKIE und WILKINS (1988) tiberpriiften die totale kultivierbare Bakterienkonzentration in den
verschiedenen Segmenten des Verdauungstraktes des Pferdes und kamen fiir das Duodenum mit
2,0x 106 CFU/g, das Jejunum mit 29,0x 10¢ CFU/g sowie das Ileum mit 38,4x 106 CFU/g zu
deutlich niedrigeren Konzentrationen im Vergleich zum Caecum mit 25,9x 108 CFU /g und Colon
mit 6,1x 108 CFU/ g.

Als wahrscheinliche Griinde fiir diese Diversitit werden Milieugegebenheiten wie pH-Wert,
Fliefigeschwindigkeiten der Ingesta, Anatomie sowie selektive Driicke diskutiert (CAMP et al.
2009). Jedoch widersprechen sich auch die Studienergebnisse der einzelnen Autoren.
Beispielweise sind Ahnlichkeiten in der Zusammensetzung und Menge zwischen Caecum und
rechtem ventralen Colon festgestellt worden (DALY et al. 2001, DE FOMBELLE et al. 2003;
SCHOSTER et al. 2013). Ebenso wurden Ubereinstimmungen zwischen Proben aus dem rechten
dorsalen Colon und Fizes gefunden, die jedoch von den Ergebnissen des Caecums abweichen
(HASTIE et al. 2008; SADET-BOURGETEAU et al. 2011, DOUGAL et al. 2012, 2013). DE
FOMBELLE et al. (2003), FAUBLADIER et al. (2006), MULLER et al. (2008) sowie SCHOSTER et
al. (2013) konnten keine Diversitdtsveranderungen von Proben aus dem rechten ventralen Colon
zu Proben aus der Beckenflexur (Flexura pelvina des Colon ascendens) erkennen. Als mogliche
Ursachen fiir diese widerspriichlichen Ergebnisse werden verschiedene Analysetechniken
gleichermafien diskutiert wie die angewendeten Konservierungsmethoden der Proben (HASTIE
et al. 2008). Auch weitere Faktoren wie Futteraufnahme, Alter und individuelle Unterschiede
zwischen den Pferden konnen Einfluss genommen haben. Diese Aspekte werden vor allem
hinsichtlich der Frage diskutiert, ob aus einer Beprobung der Fiazes Riickschliisse auf
Verdnderungen der intestinalen mikrobiellen Zusammensetzung im gesamten Darm gezogen
werden diirfen. Auch da gibt es keine konsistente Meinung der Autorenschaft, denn obwohl
Konzentrationen von beispielsweise Anaerobiern sowie Milchsdurebakterien in Fézes hoher als
im rechten ventralen Dickdarm zu messen waren (DE FOMBELLE et al. 2003; MULLER et al.
2008), zeigten andere Untersuchung stimmige Ergebnisse zwischen Proben aus Colon und Fazes

(HASTIE et al. 2008; DOUGAL et al. 2012).

2.3 Einflussfaktoren

Die kommensale Darmflora unterliegt Schwankungen beeinflusst durch Nahrungsaufnahme,
Lebensalter sowie Individualitdt der mikrobiellen Zusammensetzung (BERG 1996; MARTEAU et
al. 2001, MUELLER et al. 2006; ANDERRSON et al. 2008). Verschiedene Auswertungen der
bakteriellen Diversitdt sowohl in Fizes (BLACKMORE et al. 2013; O'DONNELL et al. 2013) als
auch in Ingesta aus verschiedenen Darmsegmenten vom Pferd (DALY et al. 2001; DOUGAL et al.
2012, 2013; SCHOSTER et al. 2013; SADET-BOURGETEAU et al. 2014; COSTA et al. 2015a)
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bestdtigten diverse Unterschiede innerhalb der qualitativen bakteriellen Zusammensetzung
durch interindividuelle Varianz.

Die unterschiedlichen Analysemethoden wie die kulturbasierte Technik (MACKIE and WILKINS
1988; DE FOMBELLE et al. 2003), PCR mit Temperaturgradientengelelektrophorese
(FAUBLADIER et al. 2006), RT-PCR mit Gelelektrophoreseanalysen (GRONVOLD et al. 2010),
molekulare Fingerprint-Techniken (TRFLP) (DOUGAL et al. 2012; BLACKMORE et al. 2013;
SCHOSTER et al. 2013) und die ,Next Generation”- Technik mit Hochdurchsatzsequenzierung
mit DNA-Sequenzierung (COSTA et al. 2012; DOUGAL et al. 2013; O'DONNELL et al. 2013;
COSTA et al. 2015a) konnten diese individuell abweichenden Erscheinungen in der
Zusammensetzung ebenfalls darstellen.

Diese Unterschiede betreffen vor allem die unteren Ebenen der Taxonomie, da Bakterienstamm
und -klasse meist nicht davon betroffen sind. Auf der Suche nach einflussnehmenden
Verdnderungen der intestinalen Mikrobiota und der Vertreter einer gesunden autochthonen
Darmflora beim Pferd, stellten sich bestimmte Bakterienarten dar, fiir die eine Schliisselfunktion
vermutet wird (DOUGAL et al. 2014; JULLIAND und GRIMM 2016; VENABLE et al. 2017).
Genauere Funktionen dieser Bakterien sind noch unklar. Erstrebenswert wére eine primér
anzeigende Funktion bei Verdnderungen dieser Bakterien, damit perspektivisch Verfahren zur
Frithdiagnostik von Verdnderungen in der autochthonen Darmflora und therapeutische Ansitze

zu deren Unterstiitzung entwickelt werden konnten.

2.3.1 Fitterung

Fiir die kontinuierliche Nahrungsaufnahme von Pferden ist Grobfutter (Griinfutter, Silage,
Heulage, Heu und Stroh) von essentieller Bedeutung. Der equine Verdauungstrakt ist fiir die
Verwertung von Gertistkohlenhydraten ausgelegt. Was {iiber korpereigene Verdauungsenzyme
nicht abgebaut werden kann, wird tiber mikrobielle Fermentation fiir den Organismus nutzbar
gemacht. Andert sich die Substrataufnahme, ist eine reaktive Verdnderung der mikrobiellen
Zusammensetzung der autochthonen Darmflora notwendig.

Eine Pradominanz von zellulolytischen (fibrolytischen) Bakterien war beim Pferd jedoch nicht
feststellbar (JULLIAND et al. 1999; DE FOMBELLE et al. 2003, HASTIE et al. 2008). Mit
Verdnderungen der mikrobiellen Zusammensetzung in Abhidngigkeiten verschiedener
Futterrationen wurden bereits einige Tierftitterungsstudien beim Pferd durchgefiihrt (BIDDLE et
al. 2013; MOREAU et al. 2014; MURRAY et al. 2014; PHILLIPEAU et al. 2014; DOUGAL et al. 2014;
FERNANDES et al. 2014; HANSEN et al. 2015, HARLOW et al. 2015; VENABLE et al. 2017). So
beeinflussen energiereiche Rationen die strukturelle Kohlenhydratverdauung im Bereich der

distalen Darmabschnitte (VARLOUD et al. 2004), aber auch im Magen war bereits tiberwiegend
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viel Marker fiir die scheinbare Verdaulichkeit durch pelletiertes Futter messbar (VARLOUD et al.
2004).

Bei plotzlicher Futterungsumstellung war eine schnelle Anpassung der bakteriellen Mikrobiota
festzustellen (FERNANDES et al. 2014). Dabei bekamen die Pferde zundchst ausschliefslich eine
aus Getreide bestehende Ration gefiittert und wurden dann auf die Weide gebracht. Nach vier
Tagen hatte sich bei diesen Pferden das bakterielle Spektrum in der Analyse von Fazes dem
bakteriellen Spektrum der Kontrolltiere auf der Weide angepasst (FERNANDES et al. 2014).
RESPONDEK et al. (2008a) untersuchten die Verdnderungen der intestinalen Mikrobiota bei
erhohtem Starkeeintrag durch die Nahrung, wobei es bei erhohter Gabe eines Gerstengemisches
zur intestinalen Erhohung der Anaerobier, Laktobazillen, Streptokokken sowie
Milchsdurebakterien im Bereich des Blind- und Grimmdarms kam. Dieser Effekt war bei
zusétzlicher Gabe eines préabiotischen Futtermittels, bestehend aus Oligosacchariden, nicht
festellbar, da keine Erhohung von Laktobazillen und Streptokken in den Ingestaproben erfolgte
(RESPONDEK et al. 2008a). MOREAU et al. (2014) konnten diese Ergebnisse unterstiitzen, indem
sich nach der Transplantation eines Stidrkegemisches direkt ins Caecum ebenfalls die
Konzentration von Lactobacillus spp. sowie Streptococcus spp. erhohten.

Ein weiteres Forschungsfeld bilden Untersuchungen zu Verdnderungen der autochthonen
Darmflora bei Pferden mit fiitterungsbedingter Hufrehe oder Induktion dieser Erkrankung tiber
einen vermehrten Stdrkeeintrag vergleichend mit pra- und probiotischen Substanzen, die in der
Lage sind die Entwicklung einer Azidose innerhalb des Blind- und Grimmdarms zu hemmen
(WILLING et al. 2009; BIDDLE et al. 2013; HANSEN et al. 2015).

Die Ergebnisse dieser Fiitterungsstudien sind teilweise widerspriichlich beztiglich der
Verdnderung der Mikrobiota in Bezug auf deren Quantitit und Qualitdt. Daher wird eine
einheitliche und systematische Gestaltung von Fiitterungsversuchen beziiglich Studiendesign,
Versuchstieren, Zeitabldufen und Methodik fiir zukiinftige Untersuchungen gefordert
(VENABLE et al. 2017).

Die Fermentation von Gertistkohlenhydraten, die durch korpereigene Enzyme nicht abgebaut
werden konnen, wird durch die mikrobielle Besiedlung beeinflusst. Die vermehrte Bildung von
mikrobiell fliichtigen Fettsduren ist neben der Fiitterung besonders von der Anwesenheit
bestimmter Mikroorganismen abhéngig. Acetat wird beispielsweise bei vermehrter Aufnahme
von Zellulose produziert, wahrend tiber Oligosaccharide oder Pektine die Bildung von Butyrat
gefordert wird. Vertreter der Klasse der Clostridia z. B. die Familien Lachnospiraceae und
Ruminococcaceae (DOUGAL et al. 2014, COSTA et al. 2015a) sowie Prevotellaceae und
Fibrobacteraceae (DOUGAL et al. 2014) gelten als Forderer der Butyratbildung. Somit konnen diese
Bakterien Colonozyten indirekt regenerierend, wachstumsférdernd sowie immunmodulatorisch
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beeinflussen (VERNIA et al. 2003; KUMAR et al. 2009) und den Darmepithelzellen besonders als
Energielieferanten dienen (ROEDIGER 1980; CUMMINGS and ENGLYST 1987; HAMER et al.
2008).

23.2 Alter

Beztiglich der Veranderungen der autochthonen Darmflora in verschiedenen Altersgruppen beim
Pferd sind bisher lediglich Fohlen intensiver untersucht worden. Mit der Neubesiedlung des
Gastrointestinaltrakts bis zur Etablierung finden mehrere Wechsel der Mikroorganismen statt, die
verdrangt werden oder kein Habitat mehr nutzen konnen. In Mekonium und Fidzes wurden nach
der Geburt besonders Umweltkeime und Vertreter der miitterlichen Mikrobiota gemessen
(JULLIAND et al. 1996). Auflerdem ist der Anteil aerober und fakultativ anaerober
Mikroorganismen im Vergleich zu Adulten erhoht (SAKAITANI et al. 1999, YUYAMA 2004). Je
dlter die Fohlen wurden, desto mehr Anaerobier waren nachzuweisen (SAKAITANI et al. 1999,
YUYAMA 2004). In Kotproben einiger Tage alter Fohlen wurden Clostridia, Enterococci,
Enterbacteriaceae, Lactobacilli, Streptococci und Staphylococci gefunden.

In einer Prévalenzstudie konnte der Nachweis von C. difficile bei 30 % der gesunden normalen
Fohlen unter 13 Lebenstagen erbracht werden (BAVERUD et al. 2003). Bei dlteren Fohlen
zwischen einem und sechs Monaten waren allerdings die Befunde wieder negativ fiir C. difficile
(BAVERUD et al. 2003).

Sowohl C. perfringens als auch C. difficile wurden von JULLIAND et al. (1996) in Fazes von wenige
Tage alten Fohlen ohne pathologische Wirkung identifiziert.

DOUGAL et al. (2014) fanden in ihren Untersuchungen heraus, dass es bei &lteren Equiden zu
einer auffélligen Abnahme der bakteriellen Diversitdt innerhalb des via DNA-Sequenzierung
ermittelten Spektrums der Mikrobiota kam. Zwar war keine bakterielle Spezies signifikant
reduziert, es konnte jedoch eine signifikante Abnahme des Artenreichtums, tibereinstimmend mit
humanmedizinischen Untersuchungen (HOPKINS et al. 2002; BIAGI et al. 2010), festgestellt
werden (DOUGAL et al. 2014). Die Griinde dafiir sind noch spekulativ, doch moglicherweise
konnten langsamere Fliefigeschwindigkeiten und die damit verbundene stirkere Fiillung des

Darmtraktes die Abnahme erkldren (DOUGAL et al. 2014).

2.3.3 Medikamente
Inwieweit Medikamente direkten Einfluss auf die intestinale mikrobielle Besiedlung nehmen, ist
bisher nicht hinreichend erforscht. Medikamente, die auf das enterale Nervensystem oder auf die

Stimulation von Becherzellen wirken, konnten indirekt Einfluss auf die Darmflora nehmen.
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Einen direkten Einfluss auf die intestinale Mikrobiota haben hochstwahrscheinlich Antibiotika,
jedoch ist der Kenntnisstand zur Auswirkung unterschiedlicher Antibiotika auf die Darmflora
noch sehr liickenhaft. Jedes Antibiotikum, das in der Pferdepraxis genutzt wird, birgt ein
potentielles Risiko fiir das Auslosen einer AAD (BARR et al. 2013). Weiterhin sind prokinetische
Effekte von bestimmten Antibiotika beschrieben worden (ROUSSEL et al. 2003; MCGORUM und
PIRIE 2009).

Beispielsweise konnen Erythromycin und Azithromycin eine Steigerung der Defdkationsrate
bewirken (ROUSSEL et al. 2003; BROAD und SANGER 2013). Auch nach der Applikation von
Kaliumpenicillin wurden Erhchungen der myoelektrischen Aktivitdt im Bereich der Beckenflexur
gemessen (ROUSSEL et al. 2003). Des Weiteren fithren Erythromycin sowie Azithromycin
konzentrationsabhédngig zu einem intrazelluldren Calciumanstieg und damit zur vermehrten
Expression des Motilinrezeptors, die zu einer prokinetischen Aktivitdt des Magens fiihrt (BROAD
und SANGER 2013).

Aminoglykoside stehen im Verdacht, die Toxinproduktion von enterischen Pathogenen direkt zu
stimulieren und damit zu einer AAD beizutragen (VILEI et al. 2005).

Generell wird unter antibiotischem FEinfluss eine Forderung von enteropathogen Keimen als
auslosende Faktoren vermutet (MCGORUM und PIRIE 2009). Uberempfindlichkeits- und
Toxizitdtsreaktionen auf antimikrobielle Wirkstoffe scheinen eher unwahrscheinliche Ursachen

fiir AAD zu sein (HOGENAUER et al. 1998).

24 Storungen der intestinalen Mikrobiota

241 Dysbiose

Eine Dysbiose ist eine Destabilisierung der autochthonen intestinalen Mikrobiota (SHI et al. 2017).
Es entsteht entweder ein Ungleichgewicht zwischen kommensalen und opportunistischen
Bakterien oder es entwickelt sich eine Verschiebung mit Verdringung von mehreren
kommensalen Bakterien durch Uberwucherung einzelner Spezies. Diese koénnen als klinisches
Merkmal Diarrhoe bzw. Kotverdnderungen mit gleichzeitiger Hyperaktivitiat der Motilitdt und
erhohten Fliefigeschwindigkeiten hervorrufen. Der Begriff Dysbakteriose ist diesbeziiglich nicht
ganz korrekt, da vermutlich auch andere Mikroorganismen neben den Bakterien, wie
beispielsweise Hefen oder Pilze beeinflusst werden.

Generell beschreibt die Dysbiose lediglich die Milieuverdnderungen und die dadurch
hervorgerufene Konsistenzanderung der Fizes. Primére pathologische Organverdnderungen
werden nicht in diesem Zusammenhang gesehen. Pferde mit einer reinen Dysbiose zeigen
zumeist ein ungestortes Allgemeinverhalten. Es sind keine konkreten auslosenden Ursachen

bekannt. Vermutet wird eine einseitige Nahrungsaufnahme, die eine Vermehrung von gewissen
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mikrobiellen Spezies im Darm fordert oder ein vermehrter Eintrag von einzelnen
Mikroorganismen tiber die Nahrung sowie pH-Wert-Verschiebungen oder andere
Organerkrankungen, die das Darmmilieu sekundér beeinflussen. Dennoch sind bakterielle
Dysbalancen begtinstigende Faktoren fiir die Manifestierung pathogener Bakterien (LEY et al.
2006).

Da das kommensale Mikrobiom die Reifung der Darmschleimhaut reguliert und mit dem
Immunsystem interagiert (SCHOSTER 2015, SHI et al. 2017), konnen pathogene
Mikroorganismen diese Situation nutzen, um zu proliferieren und zu Immunititsstorungen sowie

pathologischen Verdnderungen am Darm zu fiihren.

24.2  Antibiotika-assoziierte Diarrhoe

Der Einfluss der Antibiotikatherapien kann zu Beeintrdchtigungen der Zusammensetzung der
intestinalen Mikrobiota beim darmgesunden Pferd fithren (BARTLETT 1992; WEESE 2000;
GUSTAFSSON 2004, BAVERUD et al. 1997, MCGORUM und PIRIE 2009, 2010; BARR et al. 2013).
Aus der Humanmedizin ist bekannt, dass infolge einer antibiotischen Behandlung eine
Kolonieresistenz herbeigefiihrt werden kann, die enteropathogenen Bakterien eine Nische
ermoglicht, um sich gegentiber kommensalen Bakterien zu behaupten bzw. diese zu verdriangen
(CHANG et al. 2008; BARTLETT 2010; ANTHARAM et al. 2013).

In der Humanmedizin ist vor allem der Zusammenhang der Entstehung einer akuten Colitis und
der Nachweis von C. difficile-Enterotoxin A/B infolge einer Behandlung mit Antibiotika
untersucht worden (BARTLETT 1992, 2002; MC FARLAND 2008; COHEN et al. 2010).

In der Veterindrmedizin gibt es ebenfalls diverse Studien, die jedoch teils widerspriichliche
Ergebnisse vorweisen. Beispielsweise berichteten BAVERUD et al. (1997) von einer akuten Colitis
wihrend der Antibiotikatherapie bei zehn von 25 adulten Pferden mit Nachweis von C. difficile-
Enterotoxin. HERHOLZ et al. (1999) publizierten das Auftreten einer akuten Colitis bei acht von
acht Pferden nach der Gabe einer Kombination aus Penicillin und Gentamicin. Bei allen acht
Pferden, die verstarben, konnte das $2-Toxin von C. perfringens nachgewiesen werden. Bei Gabe
von Lincomycin oder Erythromycin erkrankten mehrere Pferde an Colitis mit deutlicher
Erniedrigung von grampositivien und anaeroben Vertretern der mikrobiellen, autochthonen
Darmflora sowie deutlicher Erh6hung von C. difficile und C. perfringens (GUSTAFSSON et al.
1997). Wahrend der Therapie mit Tetrazyklinen wurden ebenfalls Erthohungen von C. perfringens
bei gleichzeitiger Verringerung von natiirlich vorkommenden Kommensalen festgestellt (WHITE
und PRIOR 1982). WILSON et al. (1996) untersuchten den Einsatz von Trimethoprim-Sulfadiazin
(TMS) in Beziehung zur Prévalenz von Diarrhoe beim Pferd, wobei kein signifikanter Einfluss auf
die Darmflora festzustellen war. Die Pravalenz von Diarrhoe erschien vergleichbar zu anderen
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Antibiotika, lediglich unter der Therapie von TMS mit Penicillinen konnten ein erhohtes
Auftreten von Diarrhoen infolge lingerer Medikationsdauer registriert werden (WILSON et al.
1996).

In einer Falldatenstudie zur AAD publizierten BARR et al. (2013) zusammengetragene Ergebnisse
aus drei grofieren Pferdekliniken in den Vereinigten Staaten von Amerika. Es wurden 5251
Antibiotikaeinsitze bei Pferden mit acht Monopréparaten und sechs Kombinationsvarianten von
Antibiotika untersucht. Mit einer Prdvalenz von 0,6 % war das Risiko einer AAD bei antibiotischer
Behandlung niedrig, die Mortalitédtsrate lag jedoch bei 18,8 % (BARR et al. 2013). Sie berichteten,
dass von 32 Pferden mit diagnostizierter AAD bei vier Pferden C. difficile und bei drei Pferden
Salmonellen nachgewiesen wurden (BARR et al. 2013). Dabei wurden hauptsdchlich
Kombinationstherapien aus Gentamicin und Penicillin (n = 7) sowie Enrofloxacin (n = 7) und
Doxycyclin (n = 4) eingesetzt (BARR et al. 2013). Es gibt Vermutungen, dass Antibiotika mit
eingeschrankter Aktivitit gegentiber Anaerobiern wie potenzierte Sulfonamide, Fluorchinolone
und Aminoglykoside wahrscheinlich ein niedrigeres Risiko bergen eine AAD zu induzieren
(GUSTAFSSON et al. 1999).

Dennoch wurde in sieben Fillen mit Enrofloxacin eine AAD mit einer Pridvalenz von 5,4 %
induziert (BARR et al. 2013). Die Ursachen sind wahrscheinlich multifaktoriell. Sowohl die Wahl
des Antibiotikums als auch deren Kombination konnen die Entstehung einer AAD forciert haben.
Die eingesetzte Dosis und die Therapiedauer sowie die Grunderkrankung selbst sind neben der
Fiitterung und dem Stress durch Transport und Hospitalisierung einflussnehmende Faktoren.
Dariiberhinaus sind neben antimikrobiellen Eigenschaften von Antibiotika auch prokinetische
Einfliisse bekannt und untersucht worden (ROUSSEL et al. 2000, 2003; MCGORUM und PIRIE
2009, 2010).

BARR et al. (2013) diskutierten die Griinde einer AAD-Entwicklung wie folgt: Mit der
Verdanderung der residenten Darmflora stellt sich eine Storung des intestinalen Metabolismus von
Kohlenhydraten, fliichtigen Fettsduren und Gallensduren ein, die eine osmotische Diarrhoe
induzierte und enteropathogenen Keimen die Chance gibt, sich gegeniiber instabilen
Kommensalen zu behaupten (BARR et al. 2013). Daher sind neben dem Auftreten von
Kotverdnderungen wihrend einer Antibiotikatherapie auch Verschiebungen in der mikrobiellen
Diversitdt der autochthonen Darmflora bedeutend.

HARLOW et al. (2013) zeigten eine Reduzierung der Anzahl zellulolytischer Bakterien sowie der
Gattung Lactobacillus unter antibiotischer Behandlung mit Trimethoprim-Sulfadiazin (oral) und
Ceftiofur. COSTA et al. (2015b) berichteten unter der Therapie mit Trimethoprim-Sulfadiazin,
nach oraler Gabe, die meisten Verdnderungen in der Zusammensetzung und auch eine Abnahme

des Artenreichtums der intestinalen, bakteriellen Mikrobiota. Letzteres konnte auch durch die
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Verwendung von Penicillin und Ceftiofur (beide intramuskulédr appliziert) festgestellt werden
(COSTA et al. 2015b). Jedoch wurde keine Diarrhoe oder Colitis durch die letzteren Antibiotika
ausgelost (COSTA et al. 2015b).

Die bisherigen Studien zeigten, dass die Prdvalenz einer AAD im Vergleich zu anderen
gastrointestinalen Erkrankungen gering ist, dennoch scheint eine umsichtige Verwendung von
Antibiotika notwendig, da auch Antibiotika mit niedrigem Risiko an der Entwicklung einer AAD
beteiligt sein konnen (BARR et al. 2013).

24.3 Colitis

Die akute Colitis des Pferdes ist eine gastrointestinale Erkrankung, die je nach Schweregrad
deutliche pathologische Verdnderungen am Darm wie Entziindung der Darmschleimhaut und
Submukosa unterschiedlichen Ausmafies hervorruft (MC CONNICO 2003).

Klinisch zeigen die Pferde ein mittel- bis hochgradig gestortes Allgemeinverhalten, Kolik,
Diarrhoe, Pyrexie und Dehydratation bis hin zum Kreislaufversagen. Die Mukosa sowie
Submukosa ist 6dematts, die Darmlymphknoten aktiviert und das Darmlumen mit Flussigkeit
gefiillt. Nicht zuletzt ist eine Endotoxdmie am Krankheitsverlauf beteiligt. Die Letalitédtsrate
variiert von 10 - 70 %, abhédngig von der Virulenz des Erregers sowie der Aggressivitdt der
Therapie (MURRAY 1992, LARSEN 1997, FEARY und HASSEL 2006).

Die Auslosefaktoren einer Colitis konnen unterschiedlich sein. Die Infektionen werden durch
darmpathogene Bakterien wie Salmonella spp., toxinbildende Stamme von Clostridia spp. und
enterotoxische Escherichia coli sowie durch Infektionen mit Neorickettsia risticii ausgelost
(MURRAY 1992, LARSEN 1997, FEARY und HASSEL 2006). Weiterhin fithren auch parasitére
Pathogene wie Cyathostomum und andere Strongyliden zur Entziindungen der Darmschleimhaut
(FEARY und HASSEL 2006). Aufierdem besitzen auch Medikamente wie NSAIDs oder
Antibiotika wie beispielsweise Tetrazykline, Makrolide, Cephalosporine, Clindamycin sowie
Lincomycin sowie Arsen- oder Cantharidinvergiftungen das Potential eine Colitis hervorzurufen
(MC CONNICO 2003). Mechanische Irritationen, die zur Entziindung der Darmschleimhaut
fithren, konnen durch aufgenommenen Sand im Darmlumen verursacht werden (MAIR 2002).
Aber auch unterschiedlichste Stressfaktoren kénnen tendenziell ein Risiko fiir diese Erkrankung
darstellen (MC CONNICO 2003).

In der Literatur wird C. difficile als eine wichtige bakterielle Ursache fiir Diarrhoe und Enterocolitis
bei Pferden beschrieben (DIAB et al. 2013). Sowohl Fohlen als auch adulte Pferde sind
gleichermafien fiir diese Infektion anfillig (WEESE et al. 1999, 2001; BAVERUD 2002). Weitere
Umsténde wie Hospitalisierung und antimikrobielle Behandlung gehoren zu den Risikofaktoren

(BAVERUD 2002; DIAB et al. 2013). Die klinischen Anzeichen und die pathologischen
-34-



Literaturiibersicht

Verdnderungen am Darm sind nicht spezifisch. Die Ubertragung findet iiber die hochresistenten
Sporen von C. difficile statt. Die Infektionsquellen konnen Pferdekot, kontaminierte Boden sowie
Pferdeboxen sein. C. difficile ist jedoch auch bei gesunden Pferden nachweisbar. Die Pravalenz aus
dem Darminhalt isolierter C. difficile differiert in aktuellen Studien zwischen 7,01 % in 742
Fazesproben bei MEDINA-TORRES et al. (2011) und 8 von 15 gesunden Pferden (53,3 %) bei
SCHOSTER et al. (2012). Der Nachweis von Toxin A (Enterotoxin) und/oder Toxin B (Zytotoxin)
in Darminhalt oder Fizes stellt eine zuverldssige Methode zur Sicherung der &tiologischen
Diagnose der Erkrankung dar (FEARY and HASSEL 2006; SILVA et al. 2013). Bei Fohlen ist die
Infektion mit C. difficile eher in den proximalen Darmanteilen (proximale Enteritis) lokalisiert und
bei adulten Pferden lokalisiert sie sich eher in den distalen Darmabschnitten wie Caecum und
Colon ascendens (DIAB et al. 2013). In der Humanmedizin gilt diese Infektion als gesicherte
mogliche Komplikation einer antibiotischen Behandlung (KHANNA und PARDI 2012).
C. perfringens ist ebenfalls ein grampositives und streng anaerobes Stibchen, welches
Enterocolitiden bei Pferden ebenso hervorrufen kann wie auch bei Hunden, Kilbern, Limmern,
Kaninchen, Schweinen und Menschen (SONGER 1996). Am hé&ufigsten ist C. perfringens mit der
Enterocolitis bei neugeborenen Fohlen assoziiert (FEARY und HASSEL 2006). C. perfringens-
Subtypen produzieren verschiedene Proteintoxine (a, {3, ¢, 1) anhand der die fiinf Subtypen (A -
E) von C. perfringens zugeordnet werden konnen (WEESE et al. 2001a).
Die Erkenntnisse iiber die Eigenschaften dieser Toxine in Verbindung mit Erkrankungen beim
Pferd sind noch limitiert (FEARY und HASSEL 2006). Typ C wird gelegentlich in Fézes gesunder
Pferde und in der Umwelt nachgewiesen und konnte potentiell pathogen sein (UZAL et al. 2012).
Subtyp A mit seinem P2-Toxin korreliert mit der Entstehung einer Enterocolitis, wobei dieser
Subtyp auch in Fdzes von gesunden Pferden isoliert werden konnte (MCGORUM et al. 1998;
FEARY und HASSEL 2006).
Die aktuelle Forschung beschiftigt sich mit der Bedeutung der Clostridientoxine in Beziehung zu
schwerwiegenden Enterocolitiden und Colititiden bei juvenilen und adulten Pferden und
moglichen Nachweisgrenzen. Die publizierten Ergebnisse sind verschieden und abhingig von
der Altersstruktur, Region, Saison sowie Nachweismethode. Generell konnten Isolate von
C. perfringens in Féazes bei 54 % gesunder Zuchtstuten und Fohlen gewonnen werden
(TILLOTSON et al. 2002). Auch GOHARI et al. (2014) fanden in ihrer Untersuchung der
Kotproben von 55 Pferden bei fast der Hilfte variable Zahlen von C. perfringens-Isolaten, wobei
der Genotyp A in Ubereinstimmung mit anderen Publikationen am haufigsten vorkam
(DONALDSON und PALMAR 1999; WEESE et al. 2001a; TILLOTSON et al. 2002). SCHOSTER et
al. (2012) konnten lediglich bei einem von 15 Pferden im Bereich des Colon ascendens (links,
ventral) C. perfringens Typ A isolieren.
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Ein weiteres Toxin, welches lediglich weniger als 5 % aller C. perfringens Typ A-Isolate
produzieren und welches als C. perfringens Enterotoxin (CPE) bezeichnet wird (WEESE et al.
2001a; GAO und MC CLANE 2012), ist Gegenstand aktueller Forschung. CPE bindet an
Claudinrezeptoren, die eine Komponente der Tight Junctions sind (GAO und MC CLANE 2012)
und verdndert die Oberflichenstrukturen, so dass aktive Poren entstehen, die letztendlich zum
Zelltod fithren (GAO und MC CLANE 2012; ROBERTSON et al. 2007). Diese Eigenschaft konnte
die schwerwiegenden Schidden am Darmepithel, wie Desquamation, Nekrosen und
Permeabilitédtsstorungen, die zu hochgradigen Fliissigkeitsansammlungen im Darmlumen fithren
sowie die klinischen Symptome, Spasmen und hochgradige Diarrhoen, erkldren.

Dennoch besteht noch keine Klarheit tiber die Bedeutung sowie den quantitativen Nachweis von
CPE bzw. CPE-produzierenden C. perfringens im Hinblick auf die schwerwiegenden Formen der
Colitis beim Pferd (GOHARI et al. 2014).

Bei gesunden Pferden konnen Konzentration von <103 CFU/g von C. perfringens in Fazes
gefunden werden (FEARY und HASSEL 2006). Die &tiologische Diagnose einer C. perfringens-
Infektion kann laut WIERUP (1987) bei einer Konzentration von 104 - 105 CFU/g in Fazes beim
Pferd mit klinischen Anzeichen einer Colitis gestellt werden. Post mortem kann sich C. perfringens
stark im Darm vermehren, daher sind die Befunde postmortal widhrend einer Sektion
entnommener Proben eher vorsichtig im Hinblick auf eine Infektion zu interpretieren. Als Gold-
Standard gilt die Bestimmung von Clostridien-Toxinen im Darmlumen, dennoch ist der Nachweis
des Toxingens nicht notwendigerweise mit einer Toxinexpression verbunden (FEARY und
HASSEL 2006). Im Unterschied zu anderen Ursachen einer Colitis scheint eine
Clostridieninfektion nicht ansteckend zu sein.

Die Infektion mit Salmonella spp. kann ebenfalls zu schwerer Colitis fithren, wobei die Salmonellen
in S. enterica und S. bongori unterschieden werden. Besonders die Unterart S. enterica Enterica
besitzt das Potential, eine ansteckende, schwere, allgemeine Infektion mit hoher Tendenz zur
akuten Diarrhoe (hdmorrhagische Enteritis/Enterocolitis/Colitis) bei Menschen und
Haussdugetieren hervorzurufen (FEARY und HASSEL 2006). Dabei ist der hdufigste Serotyp,
S. Typhimurium, nicht wirtsspezifisch und in der Entstehung von gastrointestinalen Erkrankungen
beteiligt (WEESE et al. 2001b; SELBITZ 2006). Die Virulenz des Stammes sowie die Abwehrlage
des Pferdes bestimmen die Entwicklung der Infektion (WEESE et al. 2001b). Akute Infektionen
fithren zu katarrhalischen bis hdmorrhagischen Darmentziindungen. Chronische Infektionen
konnen diphtheroid-nektrotisierende Enteritiden entstehen lassen (SELBITZ 2006). Es gibt latente
Tréager, die den Erreger zwar ausscheiden, aber nicht erkranken, bis grofsere Stressfaktoren eine

Erkrankung induzieren kénnen (SELBITZ 2006).

-36 -



Literaturiibersicht

Die Haufigkeit in Pferdepopulationen ist schwierig abzuschdtzen. In den USA gab es eine
Pravalenzstudie mit 0,8 % Positiven von 8417 Kotproben aus 972 Pferdebetrieben (TRAUB-
DARGATZ et al. 2000). Eine Studie aus Grofibritannien und Irland ermittelte eine Pravalenz von
1,0 % bei 304 Fohlen mit Diarrhoe (BROWNING et al. 1991).

Das Nachweisverfahren einer Salmonelleninfektion beim Pferd stiitzt sich immer noch auf die
kulturelle Methode (mit Antibiogramm), die allerdings 1 - 5 Tage dauern kann. Moderne
Verfahren wie PCR und Antigen-Capture-ELISA verkiirzen den Zeitaufwand erheblich und sind
zum Teil sensitiver, bei anderen Tierarten haben sich bereits ELISA-Verfahren mit
Antikorpernachweis durchgesetzt (SELBITZ 2006). Fiir den sicheren Nachweis ist aufgrund der
intermittierenden Ausscheidung der Salmonella spp. eine mehrmalige Kotuntersuchung

empfehlenswert.

25 Therapie

Das generelle Vorgehen bei Durchfallerkrankungen basiert wie bei allen anderen Tierarten auf
der symptomatischen Therapie. Beim Pferd kann es aufgrund des volumindsen Blind- und
Grimmdarms sehr schnell zu massiven Flissigkeitsverlusten bei Diarrhoen kommen, weshalb
sich die Colitis des Pferdes hinsichtlich Mortalitit und Morbiditit von anderen Tieren
unterscheidet (FEARY und HASSEL 2006). Allgemein gilt es diesen Flussigkeitsverlust sowie
Verschiebungen im Sdure-Base-Haushalt schnell auszugleichen, des Weiteren miissen andere
Symptome wie Kolik, Fieber sowie Hypoglykdmie entsprechend behandelt werden. Fiir die
Abklarung eines infektiosen Geschehens sind bakteriologisch-mykologische, parasitologische
bzw. virologische Kotuntersuchungen sinnvoll. Ist eine Erthchung der inneren Korpertemperatur,
Tachypnoe und Tachykardie vorhanden, kann von einer Infektion/Endotoxdmie oder Septikamie
ausgegangen werden. Hamatologische Untersuchungen mit Leukozytose oder Leukopenie und
Erhohung der Akut-Phase-Proteine in Verbindung mit den bakteriologischen und/oder

Toxinbefunden erhdrten die Diagnose, die eine antibiotische Behandlung rechtfertigt.

25.1 Antibiotika

Der Einsatz und die Auswahl von Antibiotika verlangen eine Begriindung. Gerade bei
gastrointestinalen Erkrankungen ist eine antibiotische Therapie genau abzuwdigen, vor allem
wenn kein pathogener Erreger vorliegt. Jedoch kann es als Komplikation von Infektionen oder
Entziindungen der Darmwand mit Schiadigung der Darmbarriere zur Septikdmie bzw.
Endotoxdmie kommen, die wiederum eine rasche antibiotische Therapie erfordert. Allerdings
kann eine Colitis auch als unerwiinschte Wirkung einer Antibiotikatherapie entstehen

(GRONVOLD et al. 2010). Hat das Pferd zum Zeitpunkt der Vorstellung bereits eine Diarrhoe, ist
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schon von einer bestehenden Destabilisierung der mikrobiellen Besiedlung der Darmschleimhaut
auszugehen. Inwieweit Antibiotika diese Destabilisierung begiinstigen, ist noch ungewiss.

Mit dem bakteriellen Erregernachweis ldsst sich die Wahl von speziellen Antibiotika
konkretisieren und nach Antibiogramm bestimmen. Der Antibiotikaeinsatz bei einer
Salmonelleninfektion ist umstritten, da Antibiotika die Proliferation und aktive Ausscheidung bei
latent infizierten Pferden fordern konnen (TRAUB-DARGATZ 1990). Es gibt wenig positive
Erfahrungen zu einer erfolgreichen antimikrobiellen Therapie der Salmonellose beim Pferd
(FEARY und HASSEL 2006; SELBITZ 2006). Ausgenommen sind Komplikationen wie eine
Septikdmie oder der Zustand immungeschwdchter Tiere, bei denen eine antibiotische Behandlung
indiziert ist. In der Literatur wird der systemische Einsatz von Enrofloxacin (5,0 mg/kg, 1 x
taglich) empfohlen (FEARY und HASSEL 2006). Die Fluorchinolone weisen ein giinstiges,
schmales Wirkungsspektrum mit bakterizider Aktivitdt auf, sodass nur minimale Auswirkungen
auf die kommensale Flora zu erwarten sind (FEARY und HASSEL 2006). Auch wird der Einsatz
von Aminoglykosiden wie Gentamicin als Schmalspektrumantibiotikum mit Wirkung gegen
gramnegative Bakterien von einigen Autoren befiirwortet (FEARY und HASSEL 2006), um die
autochthone Darmflora nur wenig zu storen. In der Behandlung von Clostridieninfektionen ist
eine systemische antibiotische Breitbandtherapie vor allem gegentiber Anaerobiern, besonders bei
Eintreten einer Septikdmie bzw. einer starken Neutropenie, sinnvoll (FEARY und HASSEL 2006).
Insbesondere Penicilline in Kombination mit einem Aminoglykosid sind hier zur Erzielung einer
ausreichenden Wirkung gegen Anaerobier geeignet (FEARY und HASSEL 2006). Besonders bei
der durch Clostridien ausgeldsten Enterocolitis des Fohlens wird die zus&tzliche Verwendung
von Metronidazol (10 - 15 mg/kg dreimal téglich, oral) in der Therapie empfohlen (MCGORUM
etal. 1998; FEARY und HASSEL 2006), wobei auch die intraventse Applikation von Metronidazol
in der Humanmedizin gute Wirkung zeigte (FEARY und HASSEL 2006). Dennoch wies eine
Publikation auf eine Reduzierung des Schweregrades einer Typhlocolitis bei Pferden hin, bei
denen in der Standardtherapie kein Gentamicin bei p2-toxigenen C. perfringens verwendet wurde
(VILEI et al. 2005). VILEI et al. (2005) vermuteten deshalb eine eingetretene reduzierte
Exprimierung des bakteriellen Toxin-Gens durch ein gehemmtes Antibiotika-assoziiertes
ribosomales Frameshifting (VILEI et al. 2005).

Alarmierend ist die Resistenzlage bei einigen Antibiotika beztiglich enteropathogenen Erregern
(MCGOWAN 2001). Bei der Salmonellose sind sogar Mehrfachresistenzen von Antibiotika vor
allem aus den Bereichen der Lebensmittelhygiene und Humanmedizin bekannt (BfR 2009). So
wurden teilweise Salmonellenstimme mit Resistenzen gegen Gentamicin, Trimethoprim,
besonders Chloramphenicol, aber auch Fluorchinolone isoliert (VARMA et al. 2005; BfR 2009).
Auch in Deutschland ist in den letzten Jahrzenten eine Zunahme von resistenten
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Salmonellenisolaten im Rahmen von Lebensmittelinfektionen aufgefallen speziell bei S.
Typhimurium sowie S. Enteritidis (HELMS et al. 2002; VARMA et al. 2005; BfR 2009). Resistenzen
von C. perfringens gegen Metronidazol sind bisher nicht dokumentiert. Bei C. difficile-Infektionen
ist allerdings das Auftreten von resistenten Stimmen, sowohl beim Pferd als auch beim
Menschen, festgestellt worden (FEARY und HASSEL 2006), daher ist auf die umsichtige
Verwendung von Metronidazol in der Therapie hinzuweisen. Des Weiteren stellten COSTA et al.
(2012) und SCHOSTER et al. (2017) eine Dominanz der Gattung Clostridia innerhalb der
kommensalen Darmflora bei gesunden Pferden fest und plddieren aus diesen Griinden fiir einen

ebenfalls vorsichtigen therapeutischen Einsatz von Metronidazol.

2.5.2  Probiotika

Nach PARK und FLOCH (2007) werden probiotische Substanzen als Therapeutikum bei
gastrointestinalen Erkrankungen bzw. auch zur Pro- und Metaphylaxe bei antibiotischen
Behandlungen angewandt, um einer entstandenen oder drohenden Destabilisierung der
mikrobiellen Besiedlung der Darmschleimhaut entgegenzuwirken. Uber Wachstumsforderung
und proliferative Faktoren stabilisieren sie die autochthone Darmflora gegenitiber pathogenen
und/oder opportunistischen Bakterien. Probiotika werden allgemein als ,lebende
Mikroorganismen, die, wenn sie in addquaten Mengen verabreicht werden, dem Wirt einen
gesundheitlichen Nutzen bringen” definiert (FAO/WHO, 2002). Wie der genaue Mechanismus in
dieser Unterstiitzung der autochthonen Darmflora funktioniert, ist noch nicht bekannt. Es ist
beobachtet worden, dass keine direkte Ansiedlung von den probiotischen Mikroorganismen
stattfindet und nur eine temporédre Nachweisbarkeit vorhanden ist. Sie scheinen tiber pH-Wert-
Beeinflussung, Produktion von Stoffwechselprodukten, Interaktionen mit dem Immunsystem
sowie Produktion von Bakteriozinen zu agieren und nicht zuletzt pathogene Keime von der
Darmschleimhaut zu verdrangen (ROLFE 2000; SCHOSTER et al. 2014).

Probiotika werden als Futtermittelzusatzstoffe fiir spezifische Tierarten in Europa durch die EU-
Verordnung Nr. 1831/2003 begrenzt auf zehn Jahre zugelassen. Vom Bundesamt fiir
Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (BVL) werden regelmifiig Informationen tiber
Futtermittel mit zugelassenen probiotischen Zusatzstoffen und deren Rechtsgrundlage
herausgegeben. Zu den derzeit fiir Pferde zugelassenen Probiotika gehoren Hefearten wie
S. cerevisiae, Milchsdurebakterien wie E. faecium und Lb. rhamnosus oder aber auch E. coli (ZENTEK
et al. 2008; SCHOSTER 2015). Als Darmflorastabilisator fiir Pferde sind derzeit ausschlieSlich
Futtermittel mit dem Zusatz von S. cerevisiae erhiltlich, welches die Ballaststoffverdaulichkeit
verbessern soll. Es sind nur wenige wissenschaftliche Studien verfligbar, die den Einsatz von

Probiotika an grofieren Fallzahlen und mit Kontrollgruppen beim Pferd untersuchen, auch
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Unterschiede in Art und Dosierung erschweren Vergleiche (WEESE 2003; SCHOSTER et al. 2014;
SCHOSTER 2015; COVERDALE 2016).

Beispielsweise bei der Bekdmpfung von Salmonellenausscheidern gibt es widerspriichliche
Ergebnisse. Zwei Studien konnten beim Einsatz von Probiotika keinen Hinweis auf die
Auswirkung der Salmonellenausscheidung feststellen (PARRAGA et al. 1997; KIM et al. 2001).
Eine andere Studie zeigte eine Reduktion der Salmonellenausscheidung um 65 % (WARD et al.
2004).

Durch die Instabilitit der juvenilen autochthonen Darmflora und des Immunsystems von
Neugeborenen sollte die Therapie mit Probiotika bei Fohlen sogar nur unter besonderer Vorsicht
angewandt werden (WEESE und ROUSSEAU 2005; SCHOSTER et al. 2016). SCHOSTER (2015)
schldagt vor, mehr Mikroorganismen als probiotische Substanzen zu untersuchen, die in der
autochthonen Darmflora von Pferden quantitativ bedeutsam vorhanden sind wie beispielsweise

apathogene Clostridia.

2.5.3 Prdbiotika

Prébiotika sind nicht durch korpereigene endogene Enzyme spaltbare Substrate, die lediglich
durch selektive mikrobielle Fermentation abbaubar sind. Diese prabiotischen Spaltprodukte
sollen die intestinale Flora stabilisieren und selektiv wachstumsfordernd wirken. ROBERFROID
et al. (2010) definierten die Wirkung von Prébiotika wie folgt: ,selektive Stimulation des
Wachstums und/oder der Aktivitit einer oder einer begrenzten Anzahl von Mikroorganismen
im Darm, die ihrem Wirt gesundheitliche Vorteile verleihen®”.

In der Regel werden didtische Kohlenhydrate vom Inulin-Fruktan-Typ oder Galacto-
Oligosaccharide eingesetzt. Fruktane vom Inulin-Typ sind Polymere der Fructose, die durch (3-
2,1-Bindung mit einer terminalen a-verkniipften Glucose verbunden sind (WILSON und
WHELAN 2017). Fructo-Oligosaccharide sind kiirzere Ketten mit einem Polymerisationsgrad 2 -
8. Im Gegensatz gehort Inulin zu den lingeren Ketten mit einem Polymerisationsgrad 2 - 60
(ROBERFROID et al. 2010).

Zur Gewinnung von Fruktanen kann aus Pflanzen, beispielsweise Topinambur, Inulin extrahiert
werden oder aber durch partielle Hydrolyse gewonnen bzw. enzymatisch aus Saccharose gelost
werden (ROBERFROID et al. 2010). Neben Inulin und Oligofructose ist auch Lactulose als
prabiotische Substanz einsetzbar. Alle diese Substanzen konnen vor allem Milchsdurebakterien
wie Lactobacillus spp., Enterococcus spp. sowie Bifidobacterium spp. wachstumsfordernd stimulieren
(ROBERFROID et al. 2010).

Galacto-Oligosaccharide (GOS) wiederum sind Polymere von Galactose verkniipft mit einem

terminalen Glucose-Monomer. Pflanzliche GOS, beispielsweise Raffinose, Stachyose oder
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Verbascose aus Bohnen und Hiilsenfriichten (XIAOLI et al. 2008; BRUMMER et al. 2015), bestehen
aus Galactose, Glucose und Fructose (dreifach verkniipft) wobei der Galactosylrest auf
Saccharose tibertragen wurde. Jedoch sind sie nicht spezifisch einsetzbar, da sie von mehreren
Bakterien gespalten werden konnen. Es wird daher auf kommerziell hergestellte p-GOS gesetzt,
welche durch enzymatischen Transfer von [3-Galactosidase auf Lactose entstehen und selektiv
Bifidobakterien im Wachstum fordern (VULEVIC et al. 2004; SPLECHTNA et al. 2006; PARK and
OH 2010; WILSON und WHELAN 2017).

Die Fahigkeiten zur Fermentation von Prabiotika durch Bakterien konnten genomisch detektiert
werden (VULEVIC et al. 2004). Spezifische Gencluster innerhalb des bakteriellen Genoms
kodieren fiir die saccharolytischen Enzyme, die Bakterien produzieren kénnen, um prébiotische
Substrate zu metabolisieren (WILSON und WHELAN 2017). Somit konnen Substratspezifitdten
in der Fermentation von Bakterien erfasst werden. Dies ist wichtig fiir die selektive Einsetzbarkeit
von prabiotischen Mitteln.

In einem in vitro-Versuch konnte gezeigt werden, dass -GOS Bifidobakterien spezifisch férdern,
in dem Bifidobakterien an Stelle von Glucose bevorzugt Oligo- und Disaccharide in einem
gemischten Medium verstoffwechseln. Die Wachstumsrate fiir Bifidobakterien war gegentiber
anderen Bakterien erhoht, wenn B-GOS im Vergleich zu anderen prabiotischen Substanzen
eingesetzt wurden (TZORTZIS und VULEVIC 2009). AufSerdem konnte eine hohe Aktivitadt der
B-Galactosidase in Bifidobakterien genetisch identifiziert werden, die meisten Stimme von
Bifidobakterien produzieren mehr als ein Isotyp dieses Enzyms, was eine schnelle und breite
Enzymreaktion in Anwesenheit von p-GOS erlaubt (VULEVIC et al. 2004).

Das klinische Konsensus-Statement zu Probiotika und Prabiotika aus dem Bereich der
Humanmedizin beschreibt auflerdem den Effekt , prédbiotischer Messbarkeit” von Produkten
(GIBSON et al. 2017). Prébiotische Effekte sind messbar und einzuordnen, wenn Prébiotika
selektiv mikrobiell verwertet werden und deren spezifischen Produkte im Experiment entweder
tiber das Wachstum von definierten Bakterien oder tiber deren Produktmengen gemessen werden
(GIBSON et al. 2017). Produkte, die einen Gesundheitseffekt beim Wirtsorganismus
bewiesenermafien erbringen, sind kurzkettige Fettsduren wie Acetat, Butyrat und Propionat
(CANANI et al. 2011; KOH et al. 2016). Das vermehrte Vorkommen von kurzkettigen Fettsduren
fiihrt zu einem sinkenden luminalen pH-Wert mit der Hemmung saureempfindlicher pathogener
Mikroorganismen in diesem Milieu. Andererseits konnen die prabiotisch geférderten Bakterien
Bindungsstellen besetzen sowie die Bildung von Bakteriozinen stimulieren und die
Muzinproduktion aktivieren (BERG et al. 2005; ZENTEK et al. 2008; RESPONDEK et al. 2008a;
ENDO et al. 2009).
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Dennoch ist die Steigerung der fliichtigen Fettsduren wie Acetat, das hauptsdchlich von
Bifidobakterien produziert wird, wie Butyrat, produziert von Lachnospiraceae und Ruminococcaceae
sowie Propionat, welches vermehrt durch Propionibacterium spp. und Bacteroidetes gebildet wird,
in der Wirkung bedeutsamer (YANG et al. 2013).
Der Einsatz von Prébiotika wird daher vorwiegend bei der Reduzierung von Faulnisstoffen sowie
vermehrter Gasbildung im Darm untersucht (RESPONDEK et al. 2008a; HOLSCHER et al. 2015)
sowie in Zusammenhang mit akuten bis chronischen Entziindungen der Darmschleimhaut und
bei Dysbiosen erforscht (GIBSON et al. 2004; CANANI et al. 2012; MACHIELS et al. 2014;
DELCOUR et al. 2016; GIBSON et al. 2017).
Ahnliche Untersuchungen wurden auch beim Schwein (LIU et al. 2008; CHE et al. 2011) sowie
beim Hund (APANAVICIUS et al. 2007) durchgefiihrt und auflerdem konnte auch eine Erh6hung
der Insulinsensitivitdt bei Hund und Pferd mit Prabiotika erreicht werden (RESPONDEK et al.
2008b; RESPONDEK et al. 2011).
Neben der chemischen Zusammensetzung von Prabiotika beeinflusst auch die prabiotische Dosis
die Fermentation in entscheidendem Mafle. Zur Anwendung bei Tieren betrdgt die Dosis von
Prébiotika zwischen 10 - 20 % der gesamten Nahrungsaufnahme {iber mindestens 14 - 21 Tage
(MORGAN et al. 2007; RESPONDEK et al. 2008a; LIU et al. 2008; VERBRUGGHE et al. 2009;
RESPONDEK et al. 2011; SOHAIL et al. 2012; GHOSH und MEHLA 2012; HALAS und NOCHTA
2012). Beim Menschen werden eher 1 - 4 % der gesamten Nahrungsaufnahme angestrebt
(VALCHEVA und DIELEMAN 2016).
Die bisherigen Untersuchungen bei Pferden zeigen noch unstimmige Ergebnisse. So waren
Erhohungen von Fermentationsprodukten bei niedrigen (8 g/Tag) und hohen Dosen (24 g/Tag)
von prabiotischen Substanzen bei Jdhrlingen zu messen (BERG et al. 2005). Bei anderen
Untersuchungen an adulten Pferden gab es jedoch keine Anderungen der Fermentationsprodukte
im Bereich des Caecums und Colons bei deutlich hoherer Prédbiotikadosis (30 g/Tag)
(RESPONDEK et al. 2008a). Die Abhéngigkeit von den Dosierungen und der Zusammensetzung
der Prabiotika sowie die unterschiedlichen angewandten Analysemethoden erschweren die
Interpretation und den Vergleich der Ergebnisse.
Die Fermentation beginnt bereits im proximalen Verdauungstrakt und ist nicht nur auf distale
Darmabschnitte begrenzt, da schon in den Atemgasen Fermentationsgase messbar waren
(COENEN et al. 2006).
GLATTER et al. (2016) untersuchten daher den Einfluss von Inulin auf den pH-Wert und die
Mengen gebildeter fliichtiger Fettsduren in den unterschiedlichen Abschnitten des equinen
Magen-Darm-Traktes im Fiitterungsexperiment. Die Dosierung der verwendeten prabiotischen
Substanzen lag bei 0,2 g Inulin/kg KM/Tag tiber Topinampurmehl und entsprach genau den
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derzeitigen Empfehlungen fiir prébiotische aktive Substanzen fiir Pferde (JULLIAND und
ZEYNER 2009). Zuztiglich des Prabiotikums wurde Wiesenheu in bedarfsgerechten Mengen
gefiittert; die Kontrolltiere erhielten ausschliefdlich Wiesenheu. In den vergleichenden Messungen
des pH-Wertes fielen keine Unterschiede auf. Bei den Messungen der Fermentationsprodukte in
den verschiedenen Abschnitten des Gastrointestinaltrakts konnten tiberraschenderweise ein
erhohtes Anfallen an Fermentationsprodukten im Magen nachgewiesen werden. Aufierdem
zeigte sich eine erhchte mikrobielle Aktivitdt im Bereich des Magens und proximalen Anteilen
verglichen mit den distalen Abschnitten, wo der Einfluss viel geringer ausgepréagt war (GLATTER
et al. 2016).

Welche Risiken von eingesetzten Prabiotika ausgehen, ist noch weitestgehend unbekannt. Bei
Pferden steht eine tibermifliige Aufnahme von Fruktanen im Verdacht Hufrehe hervorzurufen
(POLLITT und VAN EPS 2002; VAN EPS und POLLITT 2006; MORBELER 2004). Es wurde gezeigt,
dass Inulin bei Pferden sowohl prazikal als auch zdkal sehr schnell fermentiert wird, wodurch
sich die Produktion von Laktat und kurzkettigen Fettsduren schnell erh6hte (PLUMHOFF 2004;
COENEN et al. 2006). Intestinale Storungen konnten so durch das plotzliche hohe Aufkommen
von Laktat und kurzkettigen Fettsduren provoziert werden (PLUMHOEFF 2004; COENEN et al.
2006).

Deshalb wird bei Pferden wird somit ein sorgsamer Umgang in Bezug auf Dosierung und
Anwendungsdauer von prabiotischen wirksamen Kohlenhydratsubstanzen im Hinblick auf das
Risiko der Entstehung von Dysbiosen und Hufrehe empfohlen (BAILEY et al. 2003; PLUMHOFF
2004).

254 Huminsduren

Huminsduren sind Hauptbestandteile der Huminstoffe, einer Gruppe dunkelgefirbter,
organischer Naturstoffe aus dem Boden (SOUCI 1956; SOMMER 1960). Huminsduren stellen
keine klassische homogene chemische Verbindung dar, fiir die es eine definierte Strukturformel
gibt. Sie sind durch ihre unterschiedliche Entstehungsweise durch Huminifizierungsprozesse von
pflanzlichen, tierischen und organischen Substanzen eher eine heterogene Zusammensetzung
einer schwachen Sdure mit hohen Pufferkapazititen und Komplexbildungseigenschaften
(KUHNERT et al. 1982). Sie enthalten 60 % organisch gebundenen Kohlenstoff, 4 - 7 % Wasserstoff,
27 - 40 % Sauerstoff, 5 % Schwefel sowie geringe Mengen Stickstoff (bis 3,5 %) und setzen sich zu
einem dreidimensionalen Makromolekiil mit Molmassen von 25.000 bis 100.000 g/ mol zusammen
(BENTZ 1982; EISENER 1983; BODES-FISCHER 1985; BECKER 1987; STEIN 1994).

Der zentrale Teil und die peripheren Strukturen der Makromolekiile werden durch phenolische

Gruppen verkniipft (BERGMANN 1978; KUHNERT et al. 1982, 1989). Diese phenolischen
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Strukturen der Huminsduren besitzen die Fahigkeit, die Prostaglandin-E-Synthese zu hemmen
und erzeugen damit medizinisch gesehen einen antiphlogistischen Effekt (BRENG et al. 1981;
FAN TSHUNG-CHU et al. 1981). Dennoch werden Huminsduren hauptséchlich zur Therapie von
Magen-Darm-Erkrankungen eingesetzt. Als Futterzusatzstoff werden sie in der Veterindrmedizin
therapeutisch bei unspezifischen Durchfallerkrankungen angewendet, bei denen der Verdacht
auf bakterielle oder virale Infektionen besteht (STEIN 1994) bzw. es toxische Substanzen zu
absorbieren gilt. Die Neigung zur Komplexbildung von Huminstoffen und Huminsduren wird
bereits industriell und landwirtschaftlich genutzt (LOHMANNSROBEN et al. 1999). Da sie
vermehrt Wechselwirkungen mit organischen Substanzen eingehen und eine erhshte Puffer- und
Adsorptionskapazitdt aufweisen, konnten diese Eigenschaften auch medizinisch erfolgreich als
Adsorbanz nutzbar gemacht werden (GOLBS 1983; KUHNERT et al. 1989; STEIN 1994). Weiterhin
zeigen sie floraregulierende Eigenschaften tiber die Bindung von Enzymen durch die
Wasserstoffbriickenbindung zwischen den Huminsduren und Proteinen (BRENG 1977). Damit
lassen sich die nachgewiesenen inhibitorischen Aktivitdten auf darmpathogene Keime (VOIGT
und BERGMANN 1977) sowie die milde bakteriostatische Wirkung (ANSORG und ROCHUS
1978, ZHANG et al. 2000b) erkldren. AufSerdem bedecken sie durch das Anhaften von kleinsten
Partikeln auf dem Schleimhautepithel die Schleimhautoberfliche und konnen daher geschédigte
Mukosazellen filmartig {iberziehen und schiitzen (KUHNERT 1979; KUHNERT et al. 1989).
Pharmazeutisch werden Huminsduren bislang als ungefihrliche Substanzen eingestuft, da keine
toxischen Effekte bei oraler Applikation bekannt sind (KUHNERT et al. 1989; STEIN 1994).
Auflerdem wird wegen der geringen Resorptionsrate nicht von einer Akkumulation in den
Organen ausgegangen (KUHNERT et al. 1989; STEIN 1994; KUHNERT et al. 1994; LANGE et al.
1996; Produktinformation PHARMAWERK WEINBOHLA 2000; BUSING et al. 2014). Durch die
gute Wasserloslichkeit und geringe Molmasse verteilen sich die Kolloide der Huminsduren
filmartig im Darm. Das Vorhandensein mehrerer C-Atome im Molekiil schlieit einen Ubertritt
per Diffusion mit hoher Wahrscheinlichkeit aus, da ein Ubertreten von wasserloslichen
Molekiilen fiir mehr als vier C-Atome an biologischen Membranen schwierig ist. Jedoch kénnen
kleinste Partikel tiber Pinozytose in die Blut- und Lymphgefidfle gelangen oder aufgrund des
alkalischen pH-Wertes eventuell im Bereich des Duodenums aufgenommen werden (GOLBS
1983).

BUSING et al. (2014) fanden heraus, dass bei adulten Schweinen nach oraler Applikation von
Huminsduren keine Resorption tiber die Darmwand nachweisbar war, jedoch konnte bei
Jungtieren (Absetzern) eine Resorption iiber die duodenale Darmwand und Einlagerung in den

Darmzotten festgestellt werden (BUSING et al. 2011). Ein Zusammenhang mit der Entwicklung
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der Darmwand und den Zellkontakten der Tight Junctions zwischen den Epithelzellen ist dabei

jedoch nur eine Vermutung.

2.5.5 Fidkale Mikrobiota-Transplantation

Die fikale Mikrobiota-Transplantation (FMT) ist eine altbekannte, jedoch wiederentdeckte und
aktuell modifizierte Therapie bei gastrointestinalen Storungen. Bereits im 4. Jahrhundert wurde
diese Transplantationsvariante im Kampf gegen Lebensmittelvergiftungen der Menschen in der
Dong-jin-Dynastie in China erfolgreich eingesetzt (ZHANG et al. 2012; MULLEN et al. 2016). Im
17. Jahrhundert dokumentierte der Anatom Fabricius Aquapendente erste Beobachtungen
dariiber, wie an Durchfall erkrankte Tiere bewusst die Fazes von anderen Tieren (Koprophagie)
aufnahmen (MULLEN et al. 2016). Auch die heutzutage noch angewandte Methode der
Pansensafttransplantation bei der Pansenazidose des Wiederkduers ist ein Therapieverfahren der
mikrobiellen Transplantation von einem gesunden Spendertier auf das erkrankte Tier (DE
PETERS und GEORGE 2014). MULLEN et al. (2016), FEARY und HASSEL (2006) sowie
SCHOSTER et al. (2014) publizierten bereits tiber den Gebrauch dieser Therapieform bei Pferden
mit Colitis.

In der Humanmedizin erhielt eine kleinere Studie von VAN NOOD et al. (2013) grofieres
Ansehen, da sie gute Erfolge in der Behandlung von C. difficile-Infektion beim Menschen mit einer
Kombination aus antibiotischer Therapie und FMT im Vergleich zu einer alleinigen antibiotischen
Behandlung erzielten (VAN NOOD et al. 2013). Mittlerweile ist die Behandlungsmethode der
FMT in der Humanmedizin einzig bei der C. difficile-Infektion zugelassen und anerkannt
(MULLEN et al. 2016), weil die infizierten Patienten nicht immer auf eine antibiotische
Behandlung ansprechen (GUO et al. 2012; RAO und YOUNG 2015). Dennoch wird die FMT
weiterhin in der Behandlung von chronischen Darmerkrankungen wie Colitis ulcerosa beforscht.
Derzeit sind recht unterschiedliche Erfolgsberichte veroffentlicht (MOAYYEDI et al. 2015;
ROSSEN et al. 2015). In der Humanmedizin wurden die Regularien fiir die Spender sowie die
Behandlungsstrategien mit FMT in den letzten Jahren deutlich modifiziert und mit
wissenschaftlichen Erkenntnissen untermauert (ZHANG et al. 2012; BRANDT und ARONIADIS
2013). Es gibt mehrere Studien zur Auswahl geeigneter Spender sowie zur Risikoabschdtzung von
tibertragbaren Erkrankungen (GREHAN et al. 2010; GOUGH et al. 2011, GUO et al. 2012;
BRANDT und ARONIADIS 2013; SMITS et al. 2013). Aufserdem gibt es neue Studienansétze hin
zur Darreichungsform der FMT als Kapseln, anstelle von der Applikationsmethode ins
Darminnere per Endoskopie oder Sonde (PETROF und KHORUTS 2014).

In der Pferdemedizin wird fiir die Durchfiihrung einer FMT zur Suche nach einem geeigneten
gesunden Spendertier empfohlen, klinische und labormedizinische Untersuchungen inkl. des
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parasitologischen und bakteriologischen Screenings der Fazes durchzufiihren. Ein geeignetes
Pferd muss gegen alle anzeigepflichtigen Seuchen insbesondere gegen Equine Infektiose Andmie
getestet werden, um als Spendertier zur Verfiigung zu stehen. Anschlieflend werden {iber eine
rektale Entnahme Fédzes gewonnen und daraus eine Suspension mit handwarmen Wasser auf
zwei bis drei Liter hergestellt. Diese Suspension wird dem Patienten mit zusétzlich zwei Litern
warmem Wasser per Nasenschlundsonde eingegeben (FEARY und HASSEL 2006; MULLEN et al.
2016). Aus eigener Erfahrung ist eine Filtration zur Entfernung der grofieren Faserbestandteile
vorher notig, um ein Verstopfen der Sonde zu verhindern. Eine tdgliche Wiederholung dieser
Prozedur {iiber weitere drei bis vier Tage wird empfohlen (MULLEN et al. 2016). Bei -20 °C
eingefrorenes und kryokonserviertes FMT aus der Humanmedizin erzielte eine &hnliche
Wirksamkeit wie die frische Suspension (HAMILTON et al. 2012; SATOKARI et al. 2015).
Umfangreiche Erfahrungswerte zur Therapie der FMT fehlen noch sowie die Anwendbarkeit bei
verschiedenen Diagnosen. Bisherige Indikationen sind antibiotikainduzierte Colitis oder
undifferenzierte Darmentziindungen mit Durchfall (MULLEN et al. 2016), wobei perspektivisch
auch C. difficile-Infektionen sowie chronisches Ausscheiden von Salmonella spp. in Studien
vorstellbar wiren. Es wurde teilweise beobachtet, dass die normale kommensale Darmflora eine
tiber IL-16 induzierte Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten tiber die Darmschleimhaut
stimuliert (HASEGAWA et al. 2012). Mit einer FMT besteht die Moglichkeit vor septikdmischen
Komplikationen zu schiitzen, jedoch sind noch einige Untersuchungen notwendig, so z. B.
welchen Einfluss die Magensdure oder die enzymatische Verdauung auf die Applikationsform
der equinen FMT hat, wie erheblich das Transplantatrisiko beziiglich der Ubertragungen von
anderen Erkrankungen sein kann oder wie hoch die Gefahr einer eintretenden Bakteriémie
einzuschétzen ist. Besonders bei Fohlen konnte der Einsatz risikobehaftet sein, da deren
Darmflora und Immunsystem sensibler auf mikrobiellen Fremdeintrag reagieren, was eine
unerwiinschte Immunreaktion stimulieren kann (WEESE und ROUSSEAU 2005; SCHOSTER et
al. 2016).

2.6 Molekulargenetische Methoden zur Analyse der Mikrobiota

Durch die grofse Variation der Kultivierbarkeit von Keimen sowie die begrenzte Detektion tiber
die Kultur fiir bestimmte mikrobielle Organismen und den sehr hohen Zeitaufwand in der
Analyse waren Forschungen innerhalb der intestinalen Mikrobiota zu Diversitat und Quantitét in
der Vergangenheit erschwert worden (AMANN und FUCHS 2008; COSTA et al. 2015a). Die
modernen Methoden aus dem Fachbereich der Molekularbiologie beschleunigen derzeit

Analysen und vor allem die Detektion neuer Phyla.
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2.6.1 Fluoreszenz in situ Hybridisierung

Die Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) integriert klassische Verfahren der Zytogenetik als
auch neue molekulargenetische Technik (BULLERDIECK 2006). Es ist moglich mit der FISH direkt
und spezifisch Nukleinsduren (DNA, RNA) direkt in den Zellen, Zellkomponenten und
Chromosomen nachzuweisen. Dabei werden doppelstrangige Nukleinsduren zuerst
temperaturabhéngig denaturiert und mit der denaturierten Sonde komplementdr an die
Nukleinsdure gebunden (PRICE 1993; AMANN et al. 2001; WAGNER et al. 2003). Zur Detektion
enthilt die Sonde einen fluoreszierenden Marker (DE LONG et al. 1989).

Die in situ Hybridisierung benotigt dabei keine vorangestellte Isolierung von Nukleinsduren
sondern die Nukleinsduren werden in ihrer urspriinglichen Struktur, am Zellkern oder an
Chromosomen gebunden, hybridisiert und anschliefend werden die -einzelstrangigen
Nukleinsduren durch die komplementidre Basenpaarbindung zu einem Doppelstrang wieder
zusammengeftigt (Doppelhelix-Struktur) (JOHN et al. 1969; PARDUE und GALL 1969).

Als Gensonden werden bevorzugt rRNA-gerichtete Sonden, also synthetisch hergestellte
ribosomale RNA-Oligonukleotidsonden verwendet, die nicht weniger als 15 und nicht mehr als
30 Basenpaare enthalten. Dieser Kompromiss ergibt sich einerseits aus der Spezifitit, die sich mit
zunehmender Lange der Sonde erhoht und andererseits aus der Tatsache, dass damit die
Fahigkeit verloren geht die Zellwand von Bakterien zu durchdringen (MOTER und GOBEL 2000).
Die Fluoreszenzfarbstoffmarkierung erfolgt am 5-Ende des Stranges. Das Prinzip der FISH-
Technik wurde von DE LONG et al. (1989) erstmalig publiziert.

Gegentiber der Kultur ermoglicht die FISH eine schnellere Identifizierung von Mikroorganismen,
wenn speziell nach ihnen gesucht wird. Die Detektion erfolgt nur zielgerichtet tiber die Auswahl
spezieller markierter Sonden, eine Suche nach unbekannten Mikroorganismen ist daher nicht
moglich. Dennoch lassen sich Nachweise direkt im Material erbringen (AMANN et al. 1995;
BLASCO et al. 2003).

Fiir die Auswertung ist ein Epifluoreszenzmikroskop notwendig, dessen Anschaffung
kostenintensiv ist. Dartiber hinaus ist die methodische Bearbeitung mit FISH ziigig realisierbar
(KEMPF et al. 2000). Die Auswahl der Sonden ist tiber im Internet frei zugdngliche Datenbanken
wie beispielsweise ,ProbeBase” (http:/ /www.microbial-ecology.net/probebase/) moglich (ALM
et al. 1996; LOY et al. 2007). In den letzten Jahren sind fiir die Detektion nach Bakterienspezies
diverse speziesspezifische wie auch genus- und familientibergreifende Sonden publiziert worden
(AMANN et al. 1990; LANGENDIJK et al. 1995; MANZ et al. 1996; MEIER et al. 1999; KEMPF et

al. 2000). AMANN et al. (1990) veroffentlichten die stammiibergreifende Eubakterien-Sonde, die
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hauptsdchlich fiir die Doméane Bacteria (EUB338) nutzbar ist. Spezifischer fuir die Gattung
Bifidobacterium spp. ist die Oligonukleotidsonde Bif164 von LANGENDIJK et al. (1995) einsetzbar.
Ublicherweise werden fiir die Detektion von Prokaryoten vorrangig 16S- und seltener 23S-TRNA
als Zielsequenz fiir rRNA-zielgerichtete Oligonukleotid-Sequenzen herangezogen (AMANN et
al. 1990, AMANN et al. 2001, WAGNER et al. 2003; ZWIRGLMAIER 2005; SWIDSINSKI 2006).
Die ribosomale RNA ist als Zielstruktur gut geeignet, da in vitalen und stoffwechselaktiven
Bakterienzellen weit hohere Mengen an rRNA pro Zelle vorliegen (LUDWIG und SCHLEIFER
1994). Daher wird empfohlen das Material moglichst zeitnah zu untersuchen, denn je mehr
Bakterienzellen absterben oder ruhen, umso schwacher wird das Signal sein und kann die
Detektion so moglicherweise verfalschen (OTTOW 2011).
Neben der Lebensfahigkeit der Bakterien bestimmen weitere Faktoren das Gelingen der FISH.
Bedeutsam ist dabei die Durchléssigkeit der bakteriellen Zellwand fiir das Sondenmaterial. Mit
Zugabe von Lysozym kann die aus Peptidoglykanen bestehende Zellwand von grampositiven
Bakterien lysiert werden, jedoch sind individuelle Lysezeiten fiir spezifische Sonden/Erreger
anzuwenden, damit die Bakterien vital bleiben (AMANN et al. 1990). Des Weiteren ist die
Hybridisierungstemperatur genau fiir die Sonde zu berechnen, denn es findet keine
Hybridisierung bei zu niedrigen Temperaturen statt, aber auch bei zu hohen Temperaturen kann
die Hybridisierung fehlerhaft verlaufen (BROWN 2002). Zusédtzlich kann die Anwendung von
Formamid die Hybridisierungstemperatur um 0,63 °C je Prozentanteil senken und die Bildung
von DNA/RNA-Hybriden begtinstigen (HOFF et al. 2007). Werden pro Hybridisierungsansatz
mehrere Sonden verwendet, sollten nur bestimmte Kombinationen gew&hlt werden. Aufserdem
sind die Fluorochrome stark lichtempfindlich, daher sollte die Praparation und Auswertung in
abgedunkelten Rdumen stattfinden oder gewisse Eindeckmedien mit Fluoreszenzschutz
ergidnzend verwendet werden (MOTER und GOBEL 2000). Zuletzt kénnen bestimmte Materialen
fiir eine Autofluoreszenz sorgen und in der Auswertung stérend sein (ALBER 1999).
Im Fachbereich der Veterindrmedizin wurden in den letzten Jahren einige Publikationen unter
Verwendung der FISH-Methode publiziert. Mit Fokussierung auf den Gastrointestinaltrakt
wurde die eubakterielle Sonde bei Hunden, die an Colitis erkrankt waren, untersucht
(MANSFIELD et al. 2009) und bei Kélbern das Vorkommen von Bifidobacterium spp. analysiert
(VLKOVA et al. 2008). Bei Pferden wurde mit Hilfe der FISH die Veréanderung der Darmflora bei
der Entwicklung von Hufrehe charakterisiert (MILINOVICH et al. 2007). Dartiber hinaus gab es
diverse Untersuchungen zu anderen infektiosen Erkrankungen wie Dermatitis oder Abort, in
denen die FISH als ein moglicher Erregernachweis genutzt wurde (BOYE et al. 2006; KLITGAARD
et al. 2008). Eine umfangreiche Studie tiber den Direktnachweis von veterindrpathogenen
Erregern mittels FISH veroffentlichte GEY (2010).
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2.6.2 Andere Methoden

Wiahrend die kulturbasierte  Differenzierung nach  Morphologie, Anzucht- und
Vermehrungsverhalten sowie Stoffwechsel- und Hamolyseeigenschaften unterscheidet, basieren
molekulargenetische Methoden auf dem Grundprinzip der Differenzierung aus dem
genomischen Material. So kénnen auch Speziesidentifizierungen von kulturvierten Bakterien
gelingen. Aufgrund der Tatsache, dass nicht alle Bakterien kultivierbar sind, erleichtert die
molekulargenetische Verfahrensweise die Suche nach neuen Phyla erheblich. Als hochsensitive
Methode gilt die Polymerase-Kettenreaktion (PCR), bei der DNA-Material erst isoliert und dann
amplifiziert wird. Die Polymerase-Kettenreaktion wird anschliefSend tiber eine Gelelektrophorese
sichtbar gemacht (AMANN et al. 1995). Fiir die Verwendung des PCR-Produktes erfolgt danach
die Aufreinigung und Sequenzierung. Jedoch konnen sowohl lebende als auch tote
Bakterienzellen detektiert werden (JOSEPHSON et al. 1993; MASTERS et al. 1994), da die DNA
lange nachweisbar bleibt, auch nachdem alle lebensfdhigen Organismen eliminiert worden sind
(MASTERS et al. 1994; DEERE et al. 1996; HELLYER et al. 1999). Fiir das sichere Nachweisen von
lebensfahigen (stoffwechselaktiven) Formen besteht die Moglichkeit mRNA zu verwenden (JOU
et al. 1997; OTTOW 2011). Fiir die RNA wird tiber die reverse Transkriptase eine komplementéare
DNA-Sequenz geschrieben und diese dann ebenfalls amplifiziert. Die Realtime-PCR ist
mittlerweile ein vollautomatisches Verfahren iiber fluoreszierende Gensonden, wobei wihrend
des Ablaufens der Reaktionen in Echtzeit Daten erstellt werden. Zudem laufen weitere
Identifizierungen tiber rRNA-165S-Sequenzierung oder 235-Sequenzierung (AMANN et al. 1995),
Massenspektrometrie sowie Hochdurchsatzsequenzierung, die ohne das gesuchte Gesamtgenom
vorher zu kennen, ungerichtet sequenzieren, alternativ zur 1-Gen-Fokussierung (KIRCHER und
KELSO 2010; REUTER et al. 2015).

BIRCH et al. (2001) verglichen sowohl PCR, RT-PCR und Nukleinsduren-Sequenz-Amplifikation
und stellten heraus, dass die Persistenz von Nukleinsduren nach Hitzetotung der Zellen noch bis
zu 30 Stunden nach deren Tod im Gegensatz zur Kontrolle im Kulturmedium nachgewiesen
werden konnte. Daher wird empfohlen dies bei der Verwendung molekularbiologischer
Technologien in Studien zu beachten und nicht restlos auf das Kulturmedium zu verzichten

(BIRCH et al. 2001).
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Nicole Granefs, Alexander Swidsinski, Monika Kriiger, Katharina Ehlers, Corinna Arnold, Gerald
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Quantitative Analyse der fikalen bakteriellen Mikrobiota mittels Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung bei Pferden unter Antibiotikatherapie und Prabiotikumapplikation
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Granefs durchgefiihrt. Die Probensammlung erfolgte durch Nicole Granefs mit Unterstiitzung von
Dr. Arnold und Dr. Ehlers. Die Bearbeitung der Proben, Transport und Probenanalytik im
Molekularlabor der Abteilung Gastroenterologie der Charité Berlin wurden selbstindig von
Nicole Granef absolviert. In der Auswertung der Daten wurde Nicole Granefs von Dr. Swidsinski
unterstiitzt. Die gesammelten Daten wurden von Nicole Granefs statistisch ausgewertet und die
Ergebnisse als Tabellen und Abbildungen fiir die Verwendung im Manuskript von ihr bearbeitet.
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Quantitative Analyse der fakalen
bakteriellen Mikrobiota mittels
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung bei
Pferden unter Antibiotikatherapie und
Prabiotikumapplikation

Analysis of the fecal microbiome in horses in association
with antibiotic and prebiotic treatment

Nicole Granef3', Alexander Swidsinski?, Monika Krtger®, Katharina Ehlers',
Corinna Arnold', Gerald F. Schusser’

In dieser Studie wurde der Einfluss der Antibiotika Amoxicillin und Gentamicin
sowie eines Prabiotikums, das Huminsdauren WH67, Topinambur, Griin- und
Reismehl enthielt, auf die fakale, bakterielle Mikrobiota untersucht. Es wurden

62 Pferde in vier Gruppen untersucht. In den Gruppen 1 und 2 waren 17 und 11
darmgesunde Pferde und in den Gruppen 3 und 4 24 und 10 Pferdepatienten,
die antibiotisch behandelt wurden. Alle Pferde hatten freien Zugang zu Heu und
Wasser, die Pferde aus den Gruppen 2 und 4 erhielten zusatzlich einmal taglich
das Prabiotikum Uber 7 Tage. Kotproben wurden initial (Tag 0) vor Beginn der
Supplementierung und antibiotischen Behandlung sowie an den Tagen 3, 5 und
7 gesammelt. Diese wurden mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) ana-
lysiert und Bakterienzahlen tber ein Epifluoreszenzmikroskop strukturiert gezahlt.
Es wurde die Bacteria-spezifische Sonde EUB338 gewahlt, auBerdem CF319a

fur die Cytophaga-Flavobacteria-Klasse des Phylum Bacteroidetes sowie eine
Bifidobacterium-spezifische Sonde Bif164. Der Einfluss der Antibiotika in Gruppe 3
erzeugte eine nicht signifikante Verringerung (p = 0.1842) der Bacteria-Zahl zum
Tag 3, die abTag 5 wieder anstieg. Das Prabiotikum in Gruppe 4 bewirkte eine
Erhdhung der Bacteria-Zahl am Tag 7. Die Bifidobacteriaceae zeigten keine Ande-
rung der Bakterienzahlen in den Gruppen. Die Cytophaga-Flavobacteria-Klasse
der Gruppe 3 reagierte auf antibiotische Behandlung nicht. Bei den gesunden
Pferden mit Prabiotikum (Gruppe 2) kam es zu einer geringfligigen Erhohung der
Bakterienzahlen flir EUB338-detektierbare Bakterien im Vergleich zu Gruppe 1.
Amoxicillin und Gentamicinsulfat kénnen somit bezglich der Auslésung einer
antibiotikaassoziierten Diarrhoe als sichere Antibiotika angesehen werden.

Schliisselworter: Antibiotika-assoziierte Diarrhoe, Colitis, FISH, Prabiotikum, Pferd

The study investigated the influence of the antibiotics amoxicillin and gentamicin
in the fecal bacterial microbiota, as well as the effect of a prebiotic containing
humic acids WH67, Jerusalem artichoke and rice flour. 62 horses were included
and were divided into four groups, all fed with hay and free access to water.
Group 1 contained 17 healthy horses and 11 healthy horses formed group 2
which received prebiotic over a period of 7 days. Group 3 included 24 equine
patients which were treated with the antibiotics amoxicillin and gentamicin.
Group 4 included 10 horse patients which were treated with antibiotics and
prebiotic orally once daily. Fecal samples were collected on days 0, 3, 5 and 7.
The fecal specimens were analyzed using fluorescence in situ hybridization (FISH)
and numbers of bacteria were counted by an epifluorescence microscope. The
specific probe EUB338 was selected to detect most bacteria of the domain Bac-
teria, the probe CF319a for detection of Cytophaga-Flavobacteria class, Phylum
Bacteroidetes, and the probe Bif164 for detection of Bifidobacterium. Under the
influence of these antibiotics, the numbers of Bacteria in group 3 decreased not
significantly (p = 0.1842) on day 3 and stabilized until day 7 in comparison to
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group 1. The numbers of Bacteria in group 4 decreased until day 5 but increased
on day 7. The numbers of Cytophaga-Flavobacteria class in group 3 remained
consistent. In healthy horses of group 2 prebiotic increased the numbers of

the bacteria detectable with EUB338 and CF319a probes. Thus amoxicillin and
gentamicin could be classified as safe antibiotics with no concern of induction of
antimicrobial-associated diarrhea.

Keywords: microbiota, antibiotic-associated diarrhea, colitis, FISH, prebiotic, horse

Einleitung

Darmgesundheit ist derzeit nicht nur in der Humanme-
dizin ein aktuelles Thema, auch in der Veterindrmedizin
erfahrt es in den letzten Jahren zunehmendes Interesse.
Beim Pferd ist die Bedeutung besonders grof, da gas-
trointestinale Erkrankungen wie Kolik und Diarrhoe
(speziell Enteritis, Enterocolitis, Typhlocolitis und Colitis)
schwerwiegende akute Krankheiten mit progressiven
Verldufen in allen Altersgruppen bei Equiden darstellen
(Reed, 2010). Speziell diese Erkrankungen sowie auch
die Hufrehe des Pferdes oder Grass Sickness beziehen
sich auf Stérungen der symbiotischen Beziehung (Dys-
biose) zwischen Mikroorganismen im Darm und dem
Wirtsorganismus (Al Jassim und Andrews, 2009; Garrett
et al., 2002; Milinovich et al., 2007; Costa et al., 2012).
Eine Dysbakteriose stellt ein Ungleichgewicht zwischen
den kommensalen und pathogenen Bakterien dar (Shi
etal, 2017). Da das kommensale Mikrobiom die Reifung
der Darmschleimhaut reguliert und mit dem Immunsy-
stem interagiert (Schoster, 2015; Shi et al., 2017), kénnen
pathogene Mikroorganismen zu Immunitatsstorungen
flihren. Bakterielle Dysbalancen, also ein starkeres
Wachstum opportunistischer Darmbakterien gegeniiber
der Normalflora, sind beglinstigende Faktoren fiir die
Manifestierung pathogener Bakterien (Ley et al., 2006).

Als bekannte darmpathogene Bakterien gelten Salmo-
nella spp., toxinbildende Stamme von Clostridium difficile,
Clostridium perfringens und enterotoxische Escherichia
coli. Diese pathogenen Keime kénnen beim Pferd eine
schwere Colitis mit wassrigem Durchfall, hochgradiger
Dehydratation, Septikdmie und schlieflich Exitus letalis
hervorrufen (Feary und Hassel, 2006).

Auch der Einfluss von Antibiotikatherapien kann zu
Beeintrachtigung der Zusammensetzung der intesti-
nalen Mikrobiota beim gesunden Pferd fiihren. Antibi-
otikaassoziierte Diarrhoen (AAD) infolge antibiotischer
Behandlung mit antimikrobiellen und prokinetischen
Einfliissen auf die intestinale Darmflora und die Darm-
motilitdt sind bereits in mehreren Studien beim Pferd
beschrieben (Roussel et al., 2000; Weese, 2000; Roussel
et al., 2003; Gustafsson, 2004; McGorum und Pirie 2009;
McGorum und Pirie, 2010; Barr et al., 2013).

Die Problematik der AAD ist bereits langer bei ver-
schiedenen Substanzen beobachtet worden (Bartlett,
1992; Weese, 2000; Gustafsson, 2004). Zusammenhénge
wurden beim Einsatz von Trimethoprim-Sulfadiazin
(oral) und Ceftiofur (Harlow et al., 2013) oder Penicillin
(Grgnvold et al., 2010) beobachtet, wobei Harlow et al.
(2013) eine Reduzierung der Anzahl an zellulolytischen
(fibrolytischen) Bakterien sowie der Gattung Lactobacil-
Ius unter antibiotischer Behandlung feststellten. Inwie-
weit eine Verschiebung der intestinalen Mikroflora zu
Problematiken fithrte, war nicht genau abschitzbar.
Unter dem Einsatz von Tetrazyklinen waren Erhhungen

von Clostridium perfringens bei gleichzeitiger Verrin-
gerung von natiirlich vorkommenden Kommensalen
festzustellen (White und Prior, 1982). Bei Gabe von
Erythromycin erkrankten vier von sechs Pferden an
Colitis mit deutlicher Reduzierung von Vertretern der
grampositiven und anaeroben, mikrobiellen Normal-
flora und deutlicher Erhohung der koloniebildenden
Einheiten der Anaerobia Clostridium difficile und Clostri-
dium perfringens (Gustafsson et al., 1997). In der jiingsten
Studie von Costa et al. (2015b), wurde aufgezeigt, dass
Procainpenicillin intramuskuldr, Ceftiofur intramuskular
oder Trimethoprim-Sulfadiazin oral verabreicht Diversi-
tatsénderungen der intestinalen bakteriellen Mikrobiota
hervorrief. Trimethoprim-Sulfadiazin verursachte eine
signifikante Reduzierung der intestinalen Bakteriendi-
versitdt. Diarrhoe oder Colitis wurden jedoch nicht aus-
gelost (Costa et al., 2015b).

Um durch Antibiotika entstandene Destabilisierungen
der mikrobiellen Besiedlung der Darmschleimhaut und
dadurch eine Beglinstigung der Proliferation von patho-
genen oder opportunistischen Bakterien hervorzurufen,
soll der Einsatz von Probiotika oder Pribiotika tiber eine
Wachstumsforderung und Stabilisation der normalen
Darmflora (Mikrobiom) helfen (Park und Floch, 2007).

Probiotika werden definiert als ,lebende Mikroorga-
nismen, die, wenn sie in addquaten Mengen verabreicht
werden, dem Wirt einen gesundheitlichen Nutzen brin-
gen” (FAO/WHO, 2002). Probiotika enthalten lebensfa-
hige Mikroorganismen, die direkt auf das Darmmilieu
einwirken. Sie siedeln sich nicht direkt an und sind nur
temporér lebensfdhig, beeinflussen aber den pH-Wert
und die anaerobe Darmflora (Rolfe, 2000; Schoster et
al., 2014). Als Futtermittelzusatzstoffe werden sie in Eur-
opa durch die EU-Verordnung Nr. 1831/2003 fiir einen
begrenzten Zeitraum von 10 Jahren fiir spezifische Tier-
arten und Indikationen zugelassen. Eingesetzte Mikro-
organismen in Probiotika fiir Pferde sind Hefearten wie
Saccharomyces cervisae, Milchsdurebakterien wie Enfe-
rococcus faecium und Lactobacillus rhamnosus oder aber
auch Escherichia coli (Zentek et al., 2008; Schoster, 2015).
Die Liste der Futtermittel mit zugelassenen Zusatz-
stoffen, herausgegebenen vom Bundesamt fiir Ver-
braucherschutz und Lebensmittel (BVL), beinhaltet fiir
Pferde als Darmflorastabilisator ausschlieSlich Saccha-
romyces cerevisiae, welcher die Ballaststoffverdaulichkeit
verbessern soll. Randomisierte Kontrollstudien tiber den
Einsatz von Probiotika sind derzeit noch im Anfangssta-
dium und Vergleiche sind durch unterschiedliche Pro-
dukte und Dosierungen schwierig, zumal die Dosie-
rungsempfehlungen aus der Humanmedizin bezogen
werden (Schoster, 2015). Bisher sind nur unzureichende
Ergebnisse tiber eingesetzte Bakterien und Pilze (Hefen),
Mengen und Herstellung der Produkte vorhanden
(Schoster et al., 2014; Coverdale, 2016). Schoster et al.
(2015) und Weese und Rousseau (2005) betonen sogar
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die Gefahr beim Einsatz von Probiotika bei Jungtieren
durch die noch fehlende Stabilitdt der eigenen Mikro-
flora. Produkte, die nur zur Wachstumsforderung der
intestinalen Darmflora bzw. den probiotischen Stammen
dienen und keine lebenden oder abgettteten Mikroor-
ganismen enthalten, werden als préabiotisch wirksame
Substanzen bezeichnet. Prabiotika sind vorwiegend
nicht durch korpereigene Enzyme spaltbare Substrate
mit definierter Wirkung der ,selektiven Stimulation des
Wachstums und/oder Aktivitét einer oder einer begrenz-
ten Anzahl von Mikroorganismen im Darm, die ihrem
Wirt gesundheitliche Vorteile verleihen” (Roberfroid et
al,, 2010). Eingesetzte Stoffe wie Inulin, Lactulose und
Oligofructose sollen vor allem Milchsdurebakterien wie
Lactobacillus spp., Enterococcus spp. sowie Bifidobacterium
spp. stimulieren, die wiederum durch ihren Einfluss auf
den luminalen pH-Wert, das Besetzen von Bindungs-
stellen, die Bildung von Bakteriozinen, die Stimulation
der Muzinbildung sowie auf die Steigerung der Stoff-
wechselprodukte Laktat und fliichtige Fettsauren die
autochthone Mikroflora des Darmes stabilisieren (Berg
et al., 2005; Zentek et al., 2008; Endo et al., 2009). Inulin
beispielsweise ist seit {iber 10 Jahren als Prabiotikum in
der Tierfiitterung bekannt. Untersuchungen zeigten, dass
Fruktane, wie Inulin, nur durch mikrobielle Fermen-
tation abgebaut werden konnen, insbesondere durch
Bifidobakterien, aber auch Lactobazillen, Clostridien
oder Streptokokken (Roberfroid und Delzenne, 1998),
deren Bakterienkonzentrationen unter dieser Fiitterung
stiegen. Jedoch stehen {ibermafiige Aufnahmemengen
der Fruktane im Verdacht Hufrehe hervorzurufen (Pollitt
und van Eps, 2002; Mo6feler, 2004), da Inulin sehr schnell
prazakal als auch zdkal mit Steigerung der Produk-
tion von Laktat und kurzkettigen Fettsduren fermentiert
wird, deren schneller Anstieg wiederum zu intestinalen
Storungen fiihren kann (Plumhoff, 2004; Coenen et al.,
2006). Daher sollten die Auswirkungen von prabiotisch
wirksamen Kohlehydratsubstanzen im Hinblick auf die
Auslosung von Dysbiosen oder Hufrehe nicht unter-
schitzt werden (Bailey et al, 2003; Plumhoff, 2004).
Glatter et al. (2016) tiberpriiften den Einfluss von Inulin
in der Pferdefiitterung auf Anderungen des pH-Wertes
bzw. die Quantitét von gebildeten fliichtigen Fettsauren
und konnten nur marginale Veranderungen im Vergleich
zu den Kontrollen feststellen. Das in der vorliegenden
Studie verwendete Prdbiotikum enthélt Topinambur.
Der gemessene Gehalt an Inulin in dem eingesetzten
Topinamburmehl liegt innerhalb der Empfehlungen von
prébiotisch aktiven Substanzen fiir Pferde mit 0,2 g
pro kg KM (Julliand und Zeyner, 2008). Hauptbestand-
teile im eingesetzten Prabiotikum sind hochmolekulare
Huminsduren mit > 10000 Dalton. Die dunkelgeférbten,
organischen Naturstoffe aus dem Boden (Souci, 1956;
Sommer, 1960) sind bereits langere Zeit in der Tier-
fiitterung als Futterzusatzstoff, besonders bei unspezi-
fischen Durchfallerkrankungen, im Einsatz. Neben den
floraregulierenden Eigenschaften der Huminsauren sind
die Stabilisierung der Mukusbarriere, der Schutz des
Darmschleimhautepithels (Golbs, 1983; Gotze, 1986),
die antimikrobielle Wirkung (Zhang et al.,, 2000) und
die Adsorption von toxischen Substanzen (Golbs, 1983;
Kiihnert et al., 1989; Stein, 1994) und Wasser aus dem
Darmlumen durch Huminsduren beschrieben. Humin-
sauren werden pharmazeutisch als ungefahrlich einge-
stuft, da eine Absorption und Akkumulation in Organen
nicht nachgewiesen wurde (Kiihnert et al., 1989; Stein,
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1994; Kithnert et al., 1994; Lange et al., 1996; Produktin-
formation Pharmawerk Weinbdhla, 2000; Buesing et al.,
2014).

Neben dem Einsatz von Pro- und Prabiotika hat
die Zusammensetzung der Rationen ihren ganz eige-
nen Einfluss auf die Homdostase der equinen, intesti-
nalen Mikroflora. Da das Pferd hauptséchlich Grobfutter
(Griinfutter, Silage, Heulage, Heu und Stroh) verdaut, ist
von einer Pradominanz zellulolytischer (fibrolytischer)
Bakterienarten auszugehen. In  wissenschaftlichen
Untersuchungen der intestinalen Mikrobiota des Pferdes
waren die Vertreter der zellulolytischen Bakterien der
Spezies Ruminococcus flavefaciens, Ruminococcus albus
und Fibrobacter succinogenes nicht dominant (Julliand et
al., 1999; Julliand und Grimm, 2016). Dennoch wird den
Ruminokokken eine Schliisselfunktion in der intesti-
nalen Mikrobiota zugeschrieben (Julliand und Grimm,
2016). In den jiingsten Untersuchungen in Hinblick auf
futtermittelabhéngige Veranderungen des Mikrobioms
in den Fazes beim Pferd verglichen Dougal et al. (2014)
faserreiche, faser- und Olreiche sowie faser- und stér-
kereiche Rationen. Jedes der 17 Pferde bekam die drei
unterschiedlichen Rationen gefiittert. Dabei zeigten sich
signifikante Verdnderungen der qualitativen Zusammen-
setzung der fakalen Mikrobiota bei den verschiedenen
Rationen und gleichzeitig eine reduzierte Vielfalt des
Mikrobioms bei &lteren Equiden. Der Stamm Firmicu-
tes dominierte mit 45 %, gefolgt von Bacteroidetes mit
37 % und von den Phyla Proteobacteria, Spirochaetae
und Actinobacteria mit 0,5-3,5 % in der Fézes dieser
Pferde (Dougal et al., 2014). Costa et al. (2015a) lieferten
mit der neuen Hochdurchsatzsequenzierungsmethode
Ergebnisse beziiglich der intestinalen Mikrobiota in
verschiedenen Kompartimenten des Pferdedarmes. Sie
bestétigten die stark variierende Zusammensetzung des
intestinalen Mikrobioms in den einzelnen Abschnitten
des Pferdedarmes sowie das dominierende Auftreten
des Phylum Firmicutes in der bakteriellen Population in
allen untersuchten intestinalen Kompartimenten sowie
in Fazes (Costa et al., 2015a). Auf Klassenebene der
Taxonomie waren Clostridia-Vertreter {iberdurchschnitt-
lich reprasentiert, vor allem im Bereich des Blinddarmes
und des Grimmdarmes (Colon ascendens). Einen weite-
ren Zusammenhang in der Abhéngigkeit der Substrat-
aufnahme besteht im Maf§ und Umfang der intestinalen
mikrobiellen Fermentation von Gerlistkohlenhydraten,
die durch kérpereigene Enzyme nicht abgebaut werden
konnen. Die Quantitdt der gebildeten fliichtigen Fett-
sauren (FFS) ist stark abhédngig von der Fiitterung. Fallt
mehr Zellulose an, steigt der Gehalt an Acetat, wahrend
Oligosaccharide oder Pektine die Bildung von Buty-
rat fordern. Butyrat gilt als bedeutende Energiequelle
fir Darmepithelzellen (Roediger, 1980; Cummings und
Englyst, 1987, Hamer et al.,, 2008) und zeigte in In-
vitro- und In-vivo-Modellen wachstumsfordernde und
immunmodulatorische Einfliisse auf Epithelzellen der
Colonozyten (Vernia et al., 2003; Kumar et al., 2009).
Ebenso begiinstigen Bakterien aus der Klasse der Clo-
stridia wie die Familien Lachnospiraceae und Rumino-
coccaceae (Dougal et al., 2014; Costa et al., 2015a) sowie
Prevotellaceae und Fibrobacteraceae (Dougal et al.,
2014) die Bildung von Butyrat. Aufgrund dieser Gege-
benheiten sind Anaerobier besonders bedeutsam und
werden als Hauptbestandteile der intestinalen, mikro-
biellen Gemeinschaft angesehen (Dougal et al., 2013,
2014; Costa et al,, 2015a). Schlieflich zeigten Glatter
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et al. (2016) unter Inulinfiitterung beim Pferd nur eine
insgesamt geringfligige Steigerung der Produktion an
Butyrat.

Zu Beginn der Erforschung der Mikrobiota standen
kulturbasierte Methoden im Vordergrund, doch die Kul-
tivierbarkeit der Keime variierte sehr stark (Costa et al.,
2015a; (Amann und Fuchs, 2008; Costa et al., 2015a).
Moderne Methoden aus dem Fachbereich der Moleku-
larbiologie beschleunigen die Analysen und die Suche
nach neuen Phyla. Seit Einfiihrung der DNA-Sequen-
zierung und mitVorhandensein groier Datenbanken des
sequenzierten Materials ist es moglich, kulturunabhéngig
das Genom von Mikroorganismen zu detektieren und zu
analysieren. Aktuell ermdglicht die Hochdurchsatzse-
quenzierung die Detektion des gesamten Genoms einer
Spezies (Kircher und Kelso, 2010; Reuter et al., 2015).
Mit der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) ist es
ebenfalls moglich, direkt und spezifisch Nukleinsduren
(DNA, RNA) in Zellen, Zellkomponenten und Chromo-
somen nachzuweisen. Die FISH-Technik wird in dieser
Studie zum Nachweis von ribosomaler RNA (rRNA)
der Bakterienspezies verwendet (16S-rRNA-Gense-
quenzdaten). Die FISH ermoglicht damit eine schnelle
Identifizierung der Bakterienspezies unter Verwendung
von rRNA-spezifischen Oligonukleotidsonden (Amann
et al., 2001).

In dieser Studie wurde zur Identifizierung und Quan-
tifizierung der Bakterien in Fazes von Pferden das FISH-
Protokoll nach Swidsinski et al. (2005) und Swidsinski
(2006) eingesetzt. Ziel der ersten Studie war die quan-
titative Analyse der fakalen Mikrobiota mithilfe aus-
gewahlter Oligonukleotidsonden spezifischer Bakterien
bei darmgesunden Pferden und kranken Pferden mit
Antibiotikatherapie. Im zweiten Teil der Untersuchung
wurde die Wirkung eines Préabiotikums auf die fikale
Mikrobiota bei Pferden mit Antibiotikatherapie gepriift.

Material und Methoden

Pferde

Die Kotproben zur Untersuchung der Mikrobiota

stammten aus folgenden Gruppen:

e Gruppe 1: N = 17, darmgesunde Pferde, kein AB,
kein Prabiotikum

e Gruppe 2: N = 11, darmgesunde Pferde, kein AB,
Prabiotikum

e Gruppe 3: N = 24, Pferde mit Vorerkrankungen, AB-
Therapie, kein Prabiotikum

e Gruppe 4: N = 10, Pferde mit Vorerkrankungen, AB-
Therapie, Prabiotikum

Tabelle 1 gibt eine Ubersicht iiber die Charakteristika
der Pferde in den vier Gruppen. Fiir die Aufnahme der
Pferde in die Gruppen 1 und 2 durfte keine gastrointe-
stinale Krankheit bekannt und die Kotkonsistenz musste
physiologisch sein. Weiterhin wurde vor Aufnahme der
Tiere in eine der Gruppen die Zahngesundheit tiber-
priift. Die Zuteilung der Pferde erfolgte in Gruppe 1 und
Gruppe 2 und in umgekehrter Gruppenfolge. Bei den
Pferdepatienten in Gruppe 3 und Gruppe 4 waren fol-
gende Erkrankungen diagnostiziert worden: Septikdmie,
Endometritis, Aspirationspneumonie, Bronchitis, Pneu-
monie, Hepatopathie, Enteritis, Enterocolitis sowie Coli-
tis (Tab. 1). Wie fiir die ersten beiden Gruppen erfolgte
auch hier die Zuordnung randomisiert. Die eingesetzten
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Antibiotika waren Amoxicillin (15 mg/kg, i. v., 2x/d) und
Gentamicinsulfat (6,6 mg/kg, i. v./d) in Kombination.
Die Pferde waren nicht vorbehandelt, sondern die Dia-
gnose wurde erst in der Medizinischen Tierklinik gestellt
und eine Behandlung angeschlossen. Die erste Kotpro-
benentnahme erfolgte vor der ersten Antibiotikagabe.
Nach der ersten Antibiotikagabe erfolgte anschlieSend
die Applikation des Prdbiotikums fiir Gruppe 4. Das
Einverstandnis der Besitzer, das Prabiotikum oral zu
verabreichen, lag vor.

In die Studie wurden 62 Pferde einbezogen. 32 Pferde
waren zwischen 3 und 17 Jahre alt, 24 Pferde {iber 18
Jahre alt und 3 Pferde in der Altersgruppe 6 Monate
bis 2 Jahre sowie 3 Fohlen unter 6 Monaten (3 Wochen,
3 Monate und 5 Monate alt). Es wurden 25 Stuten, 32
Wallache und 5 Hengste untersucht. In der Studienpo-
pulation dominierte das Deutsche Warmblutpferd mit 33
Vertretern (Tab. 1). Die Gruppe 1 umfasste 17 darmge-
sunde Pferde. EIf weitere darmgesunde Pferde bildeten
die Gruppe 2 mit Supplementierung des Prabiotikums.
Pferdepatienten der Medizinischen Tierklinik, die anti-
biotisch behandelt wurden, bildeten die tibrigen Grup-
pen mit 24 Pferden in Gruppe 3 mit ausschlieflicher
Antibiotikatherapie und mit 10 Pferden fiir Gruppe 4,
die Antibiotika plus Prabiotikum erhielten. Fiinf Pferde
mit akuter Colitis und Inappetenz in den ersten drei
Tagen des Klinikaufenthaltes wurden aus der Gruppe 4
ausgeschlossen, weil diese Pferde das Prabiotikum nicht
aufnahmen.

Flitterung

Alle Pferde wurden wahrend der Untersuchungsphase
mit Heu in bedarfsgerechten Mengen (1,5 kg/100 kg
Korpermasse (KM)/Tag) gefiittert und hatten freien
Zugang zu Wasser. Auf Fiitterung von Kraftfutter wurde
bei den gesunden Pferden einheitlich verzichtet. Die
erkrankten Pferde stammten aus inhomogenen Hal-
tungsbedingungen. Innerhalb der Medizinischen Tierkli-
nik war die Basis der Heufiitterung (3 Rationen/Tag) bei
1,5 kg/100 kg KM/Tag.

Das eingesetzte pelletierte Prébiotikum ist eine
Mischung aus Griin- und Reismehl, Huminsduren
WH67 und Topinamburpulver. Der Rohfasergehalt
liegt bei 30 %. Der unverdauliche Anteil kommt zu
unterschiedlichen Anteilen aus den genannten Quellen
(WH Pharmawerk Weinbohla GmbH, 01689 Weinbdohla,
Deutschland). Die Prabiotika wurden fiir alle Applikati-
onen der Gruppe 2 und Gruppe 4 von dem Pharmak-
werk Weinbohla GmbH geliefert. Der Huminsaureanteil
lag bei 15 % und der Anteil an Topinambur-, Griin- und
Reismehl war bei 70 %. Die Dosierung des Prabiotikums
erfolgte nach Herstellerempfehlung von 1,5 g/lkg KM
iiber eine Applikationsdauer von 7 Tagen einmal taglich,
nach Abschétzung der Zeit des durchschnittlichen Klini-
kaufenthaltes von Pferden in der Tierklinik.

Probengewinnung

Die klinische Studie wurde fiir einen Zeitraum von 2
Jahren durchgefiihrt (Januar 2015 bis Januar 2017). Die
Kotproben wurden rektal entnommen. Die Kotproben-
menge von 1 g wurde unverziiglich in 30 ml modifizierte
Carnoy-Losung verbracht und bei Zimmertemperatur
gelagert. Die Kotproben wurden bei Einlieferung des
Patienten bzw. zu Beginn der Untersuchung genommen
(Tag 0) sowie am 3. und 5. Tag. Die erste Kotprobe wurde
vor Gabe der Antibiotika genommen, wobei nur Pferde
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TABELLE 1: Anzahl der Pferde in den Gruppen, Alter und Geschlecht. Gruppe 1: darmgesunde Pferde ohne Pribiotikumapplika-
tion, Gruppe: 2 darmgesunde Pferde mit Pribiotikumapplikation, Gruppe 3: Pferde mit der beschriebenen Krankheitsursache
und Antibiotikabehandlung ohne Priibiotikumverabreichung, Gruppe 4: kranke Pferde mit Antibiotikabehandlung und Pribiotikum-

verabreichung.
Gruppe Rasse Alter |Geschlecht |Krankheit Tage Anti- Gruppe Rasse Alter | Geschlecht |Krankheit Tage Anti-
biotika biotika
Gruppe 1 Araber-Mix 20 J. Stute Gruppe 3 Haflinger 19). Wallach Aspirations- |5 Tage
Warmblut 15J). | Wallach pnetfn?‘on'ie
Warmblut 100, Wallach Shetlandpony |9 J. Stute Sep'n‘kamle 3 Tage
WarmBlot 120, Wallach Shetlandpony |27 J. Stute Colitis - 3 Tage
Islander 160, Wallach Warmblut 34 Wallach Pne}{monle 7 Tage
Vollblut-Mix 60, Stute Warmblut 9. Stute Col[tlst Endo- | 3 Tage
toxamie,
Paint Horse 10 J. Wallach Hufrehe,
Warmblut 231, Wallach Warmblut 24 ). Wallach Hepato- 3 Tage
Vollblut 22, Wallach pathie
Warmblut 13 . Stute Warmblut 3Wo. |[Hengst Pneumonie |5 Tage
Warmblut 16 J. Stute Warmblut 1. Hengst Entero- 1 Tag
- - colitis, T
H:_f“nger-M'X 100 [ Wallach Warmblut Tl Wallach Bronchitis 5Tage
E ‘|re Horsg 10 Hengst Araber-Mix 20 J. Stute Endometritis | 5 Tage
'j'ese. 10 Afiie Traber 16 J. Wallach Aspirations- |6 Tage
Irish Tinker 20J. Wallach pheumonie
Araber 35, Wallach Warmblut 24 ). Stute Septikamie | 6 Tage
Warmblut 20 J. Wallach Warmblut 151J. Wallach Virus- 3 Tage
Gruppe 2 | Traber 16J. |[Wallach infektion
Warmblut 24 ). |Stute Warmblut 19J). |Stute Hepato- 5 Tage
. pathie
haflinger 2 Wallach Warmblut 10J. Hengst exsudative 8 Tage
Warmblut 6. Wallach Pleuritis
Friese 18J. Wallach Warmblut 3 Mo. |Stute Pneumonie |10 Tage
Warmblut 9. Wallach Warmblut 4. Stute Colitis, Endo- | 3 Tage
Islandpferd 27J. |Stute toxamie,
Islandpferd 26 ). Wallach Wit = m 5 I;ufrehe, 1' T
Warmblut 27 1. Wallach armbplu 0. engs neumonie age
Warmblut 18 J. Wallach Colitis 5 Tage
Warmblut 12 Wallach = A4 ;
iR Tink T Wallach Warmblut 26 J. Stute Aspirations- | 3 Tage
rish Tinker B allac| N ——
Friese 91J. Wallach Malignes 10 Tage
) y X ) . . Odem
in die Gruppe 3 und 4 inkludiert wurden, die bei Auf- Warmblut 17, Wallach Colitis, T 1Tag
nahme in die Medizinische Tierklinik Leipzig noch kein Minishetland- |7 Mo. | Stute Colitis, T 5Tage
Antibiotikum erhalten hatten. Als abschlieBende Probe pony
mit mindestens einem Tag ohne Behandlung mit Anti- Islandpferd 14J. | Wallach Septi- 2Tage
biotika wurde die Probe am 7. Tag gewertet. Dauerte die i kdmie, ©
antibiotische Behandlung linger als sieben Tage, wurde =~ Gruppe4  [Haflinger 194, |f Stute Colitls, Endoz:| 5iTage
. . s toxamie,
die Probe einen Tag nach Ende der antibiotischen Thera- Hufrehe. +
pie entnommen und zu den Proben des 7. Tages gezahlt. Warmblut 8). [Stute Colitis, TG
Die modifizierte Carnoy-Losung wurde als Gemisch in Irish Hunter 190, [Stute Bronchitis | 5 Tage
folggnde_m Vgrhaltm_s hergestellt: 6 Teile Ethanol .abgolut_, Warrblut TR ol STage
gggéle g].belsslg’ 1 gel] Ch]é)ro,fogr‘?;)(tra Pll:lll’ (?W]dbm‘c’k]’ Reitpony 181, Stute Endometritis | 7 Tage
fihi ) ie Kotprobe war darin apeiSICELIAZErtngSS Warmblut 25'); Stute Endometritis | 5 Tage
aME: Traber 17 ). Wallach Aspirations- | 6 Tage
L. . pneumonie
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) Warmblot 217, |Stute Phlegmone |5 Tage
Dlese Untersu_c_hungen‘ Wur.den m Molekulargene- Warmblut 10). | Wallach Colitis, Endo- | 9 Tage
tischen Labor fiir polymikrobielle Infektionen und bak- toxémie,
terielle Biofilme, Gastroenterologie der Charité Berlin, Hufrehe, t
durchgefiihrt. Reitpony 15J).  |Stute Colitis 8 Tage

Die Kotproben wurden in der modifizierten Carnoy-
Losung homogenisiert und das Sediment auf Objekt-
tragern aufgetragen, getrocknet und mithilfe der FISH
untersucht (Swidsinski, 2006; Swidsinski et al., 2005).
Dabei werden markierte, synthetisch hergestellte Oli-
gonukleotidsonden verwendet, die sich komplementér
zur ribosomalen RNA der zu detektierenden Bakterien
spezifisch binden. Die Oligonukleotidsonde wurde mit
einem Cy3-reaktiven Fluoreszenzfarbstoff (Sulfoindo-
cyaninsdure) am 5-Ende synthetisiert (MWG Biotech,

T gestorben bzw. euthanasiert

Ebersberg, Deutschland). Sofern eine komplemen-
tare Bindung stattfindet, erfolgt eine Identifizierung
und Quantifizierung mittels Epifluoreszenzmikroskop.
Die Hybridisierung wurde anhand des Protokolls von
Swidsinski (2006) und Swidsinski et al. (2005) durch-
gefithrt. Vier Doméanen-, Gruppen- und rRNA-spezi-
fische FISH-Sonden (Oligonukleotidsonden, Tab. 2)
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TABELLE 2: Oligonukleotidsonden, die in der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung verwendet wurden

(Brosius et al., 1981)

Zielgruppe Bezeichnung Sequenz der Sonde Zielposition Referenz

der Sonde (5" to 3') (rRNA)
Domaéne Bacteria EUB338 GCTGCCTCCCGTAGGAGT 16S (338-355)* Amann et al., 1990
(phylumubergreifend)
Gattung Bifidobacterium Bif164 CATCCGGCATTACCACCC 16S (164-181)2 Langendijk et al., 1995
Phylum Bacteroidetes: CF319a TGGTCCGTGTCTCAGTAG 16S (319-336)* Manz et al.,, 1996
Klassen: Cytophaga und Flavo-
bacteria
Phylum Firmicutes LGC354ab YGGAAGATTCCCTACTGC 16S (354-371)" Meier et al.,, 1999

' Escherichia coli-rRNA-Nummerierung

wurden bei den Kotproben aller Pferde angewendet.
Die EUB338-Universal-Bakteriensonde wurde verwen-
det, um praktisch alle relevanten Bakterien (Bacteria) zu
detektieren. Die CF319a-Sonde dient zum Nachweis
des Phylums Bacteroidetes und dessen zwei Klassen
Cytophaga und Flavobacteria als Vertreter gramnegativer
Bakterienarten. Eine Bifidobacterium-spezifische Sonde
Bif164 wurde eingesetzt fiir die Gattung Bifidobacterium
der Familie Bifidobacteriaceae, die zu den grampositiven
Pionier- bzw. Erstbesiedlern des Intestinaltraktes geho-
ren und daher fiir die Untersuchung interessant waren.
Die vierte Sonde (LGC354ab) wurde fiir die Zielgruppe
des Phylums Firmicutes eingesetzt. In Tabelle 2 sind
die verwendeten Oligonukleotidsonden fiir die FISH-
Analyse mit den zugehorigen Referenzen aufgelistet. Die
Formamidkonzentrationen und Hybridisierungstem-
peraturen wurden entsprechend der Sondenbeschrei-
bungen (Referenzen) gewahlt. Eine zusitzliche Hybri-
disierung unter Verwendung eines Permeationsschrittes
mit Lysozym wurde nicht mehr durchgefiihrt.

Mikroskopische Bakterienquantifizierung

Die In-situ-Quantifizierung von Fikalbakterien wurde
durch FISH und 4, 6-Diamidino-2-phenylindol-Farbung
(DAPI) unter einem Nikon e600 Fluoreszenzmikro-
skop (Nikon, Tokyo, Japan) visualisiert und mit einer
Nikon DXM1200 Kamera fotografiert. Die Dokumen-
tation erfolgte mit Software Access, Microsoft Office.
Die Zahlung von Bakterien wurde nur durchgefiihrt,
wenn Hybridisierungssignale klar und morphologisch
als Bakterienzellen durch Identifikation mit universellen
und gruppenspezifischen FISH-Sonden und DAPI-Far-
bung unterscheidbar waren. Fiir jede gruppenspezifische
FISH-Sonde wurde eine eigene Sedimentanalyse der
Fazes angefertigt. Zur Orientierung in der 200- und
400fachen Mikroskopvergrofierung wurde nach aufge-
lockerten, nicht tiberlagerten Faserstrukturen gesucht.
Die Zahlung der Bakterien wurde auf der Grundlage
von Amann et al. (1995), Swidsinski (2006) sowie Swid-
sinski und Loening-Baucke (2017) mit Beachtung der
Verdiinnungsstufe durch die Inkubation der Probe in
modifizierter Carnoy-Losung (30 ml) ausgefiihrt. Die
Ermittlung der Bakterienzahlen erfolgte visuell in einem
der quadratischen Felder des Augenrasters des Okulars
des Mikroskops. Eine Bakterienanzahl basiert auf der
Erkenntnis, dass 10 pl einer bakteriellen Suspension
mit 107 Bakterienzellen/ml auf einem Objekttréger eine
Kreisfliche mit einem Durchmesser von einem Zenti-
meter ergeben. Ein mikroskopisches Feld bei 1000facher
Vergroflerung hat einen Durchmesser von 200 pm.
Daraus ergeben sich 40 Bakterien pro mikroskopischen
Feld (Amann et al, 1995; Swidsinski und Loening-
Baucke, 2017).Uber das mikroskopische Feld wurden 10
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Felder des Augenrasters entlang des Gradienten derVer-
teilung gezahlt und durch 10 geteilt. Die Verdiinnung von
1 g Kot in 30 ml Carnoy-Losung wurde ebenfalls bertick-
sichtigt. Die Bakterienanzahl n x 10%/ml Kotprobe wurde
ermittelt aus = (mittlere, gezdhlte Anzahl der Bakterien
im mikroskopischen Feld x 2500 x 100 x 3 x 10/ml. In Fal-
len, in denen einzelne Bakterienzellen aufgrund hoher
Bakterienzahlen morphologisch nicht unterscheidbar
waren und die Fluoreszenz zu einer homogen fluores-
zierenden Masse konfluierte, wurde der Bakterienzahl
ein Wert von > 10" pro ml zugewiesen (Swidsinski, 2006;
Swidsinski et al., 2005). Wenn einzelne Bakterienzellen
nicht innerhalb des Bakterienteppichs unterscheidbar
waren, aber einzelne Liicken erkannt werden konnten,
wurde eine Bakterienzahl mit einem Wert von > 10"
pro ml bewertet. Waren Bakterien im ganzen Sediment
nicht in Kolonien organisiert und nur ganz verein-
zelt sichtbar bzw. aufierhalb des zdhlbaren Feldes sehr
vereinzelt darstellbar, so wurde die Probe als Nullwert
markiert, was bedeutet, dass die Detektionsgrenze bei
dieser FISH erreicht war und die Anzahl < 10°ml lag
(Swidsinski et al., 2005; Swidsinski, 2006).

Statistische Analyse

Die statistische Auswertung der erhobenen Daten
erfolgte unter Verwendung des statistischen Software-
programms R (R Core Team, 2016) sowie GraphPad
Prism 5.Ink (GraphPad Software, Inc.). Der Shapiro-
Wilk-Test wurde verwendet, um die Normalverteilung
zu beurteilen. Keiner der Datensétze folgte einer Nor-
malverteilung. Daher wurden Mediane und interquartile
Bereiche fiir die Bakterienzahlen berechnet. Die Ergeb-
nisse werden als Median mit dem ersten Quartil (Q1)
und dem dritten Quartil (Q3) dargestellt.

Der Mann-Whitney-U-Test wurde fiir den Vergleich
zwischen den Gruppen, die unabhéngige Stichproben
darstellen, als nichtparametrischer Test durchgefiihrt,
auflerdem wurden Unterschiede innerhalb der Grup-
pen als abhdngige Stichproben, mit dem Wilcoxon-Test
berechnet und p < 0,05 fiir beide Tests als statistisch
signifikant angesehen.

Ergebnisse

Insgesamt wurden 471 Sedimentanalysen durchgefiihrt.
Finen Uberblick der Sedimentanalysen (Probenanzahl)
pro Sonde pro Probentage ist in Tabelle 3 dargestellt.
Innerhalb der Gruppe 1 mit 17 Pferden konnten zu
Beginn (Tag 0) je 16 Proben fiir die Sonden EUB338
(Abb. 1) und Bif164 sowie 15 Proben fiir die CF319a-
Sonde analysiert werden. Fiir Gruppe 2 mit insgesamt
11 Pferden waren es je 11 Proben fiir die ersten beiden
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TABELLE 3: Bakterienanalysen der Kotproben mithilfe der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung, wobei die Oligonukleotidsonden
EUB338, Bif164 und CF319a Verwendung fanden. Auflistung der Untersuchungstage, Anzahlen der gesammelten Proben und er-
mittelte Mediane fiir die einzelnen Tage 0, 3, 5 und 7 sowie Q1, Q3, Minimum, Maximum und das Schiefmaf.

Gruppe

EUB 338 Bif 164 CF319a

2 (. [= z 5 [. [« 3 5 (. [x 3

E JE[E[5 |8 & |= | |[E|E |5 |8 |& = |E|E[E |5 (8 |8 | |
Gruppe 1 0.Tag [3,5 |0O° 30 0 88 (1,8 |16 0 0 10 0° 20 |20 (16 |50 |oO° 25 0 10,0 11,2
darmgesund 3.Tag 7,5 |O¢ 30 0¢ 100 (1,5 (12 0,05 |0 10 0¢ 1,75126 (12 |45 |O° 16: |0f 11,2109 |10
ohne 5.Tag |35 |[0O° 50 0 125123 |10 0,5 0¢ 12 0° 27524 |10 |45 |0° 15 0¢ 50 (16 |8 125
Prabiotikum 7.Tag |65 |0° 25 0¢ 21,208 |6 0,75 |0¢ 20 0¢ 725123 |6 35 |0 15 025128 (12 (4
17 Pferde
Gruppe 2 0.Tag (1,0 |[O° 30 0¢ 60 (1,8 |11 0,01 |0° 20 0°¢ 30 129 |1 1,0 |0° 20 |O° 50 |24 |9
darmgesund 3.Tag (7.5 |[0O¢ 22 0¢ 125107 |10 0,005 | 0¢ 10 0¢ 1,12 127 |10 [22 |0°¢ 15 01 |55 (18 (8
mit 5.Tag |0° 0°¢ 25 0¢ 100 (1,8 (9 0,001 | 0¢ 10 0° 075129 |9 4,0 |0° 10 |05 (40 |13 |7 104
Prabiotikum 7.Tag |0° [t 10 0 80 (11 |7 0° 0° 5 0° 2,0: |20 |7 3,0 |0 5 0 50 |-02|6
11 Pferde
Gruppe 3 0.Tag |50 |0O° 25 3,0 [10,0 1,1 |24 0,35 |0° 15 (12 5 1,1 |24 (50 |0° 25 20 |10,0(1,1 (24
Antibiotika 3.Tag (2,0 |O° 30 ()3 92 (24 |12 0 0 5 0° 05 |20 (12 50 |0° 25 05 |150 (10 |11
ohne 5.Tag [40 |0O¢ 16 05 (92 |11 |8 1,5 0 10 01 [48 (15 |8 55 |05 |25 35" |117,5 |1;2. |8 146
Prabiotikum 7.Tag |50 [O¢ 15 1,0 (125(06 |5 1,0 0¢ 5 0¢ 40 |09 |5 50 |40 (10 |45 (85 |13 |5
24 Pferde
Gruppe 4 0.Tag [3,5 |0 25 0 125 (1,2 (10 0¢ 0 5 0c 06 (29 (10 |45 |O° 25 08 |16,2(09 |10
Antibiotika 3.Tag (3,5 |[O° 15 0c 10,0 {09 |10 0 0 0c 03 |28 (10 |50 |O° 10 |08 (50 |02 |10
mit 5.Tag (20 [O¢ 15 0¢ 60 (1,7 |10 0¢ 0c 10 0¢ 09 |30 [10 (45 |0O° 10 (08 |70 |03 (10 96
Prabiotikum 7.Tag |78 |05 |15 0,5 [150 |- 2 0¢ 0¢ 0 0¢ 0¢ = 2 1,2 |0¢ 25 |0° 25 |- 2
10 Pferde
Gesamtsumme
Pferde 62 162 162 147 | 471
Bakterienzahl x 10%/ml pro Gruppe und Spezies
Anzahl (n) der Sedimentanalysen pro Sonde
¢ Medianwert, Minimum und Maximum: 0-Wert = < 10°/mi, unterhalb der Detektionsgrenze

Sonden und 9 Proben fiir CF319a fiir die Untersuchung
am Tag 0. Die Probenzahlen fiir die weiteren Unter-
suchungstage sind in Tabelle 3 aufgelistet. Dass es zu
Verlusten von Proben bei den gesunden Pferden kam,
lag daran, dass das Probenmaterial durch Transport-
schdden der Gefafie nicht mehr zur Verfigung stand.
Innerhalb der Gruppe 3 mit 24 Pferden konnten je 24

ABBILDUNG 1: Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung einer
Kotprobe am Tag 0 eines gesunden Pferdes der Gruppe 1 (Warm-
blutwallach, 15 Jahre). Die Kotprobe wurde mit Oligonukleotid-
sonde EUB338 (= Domiine Bacteria) analysiert. Die Bakterien-
zahl war bei 1000-facher Vergrofierung bei 2,0 x 10°/ml. Mikro-
foto in 400-facher Vergrifierung.

Proben initial analysiert werden fiir EUB338, Bif164 und
CF319a, flir Gruppe 4 mit 10 Pferden waren es je 10
Proben zum Tag 0 fiir diese drei Sonden. Der Verlust an
Probenmaterial hatte auch zur erkennbaren Abnahme
der Probenzahl {iber die untersuchten Tage (Tage 3, 5
und 7) beigetragen (Tab. 3), jedoch lag die Reduzierung
der Probenzahlen vor allem am Verlust der Patienten
fir die weitere Beprobung durch Entlassung oder Tod
begriindet. Die vierte Sonde LGC354ab wurde erst
nachtrédglich eingesetzt und ist daher in Tabelle 3 nicht
aufgefiihrt und in der statistischen Auswertung nicht
betrachtet.

Die in Féazes durchschnittlich ermittelten Bakterien-
zahlen lagen zwischen 10° bis 10°/ml fiir EUB338- und
CF319a-Sonden. Die Medianwerte, ermittelt mittels
Bif164-Sonde, stiegen nicht tiber 1,5 x 10%/ml an und die
meisten Bakterienzahlen lagen unterhalb von 1,0 x 10%/
ml.

Drei Fohlen waren in den Untersuchungen in Gruppe 3
integriert (Tab. 1), wobei aufféllig hohe Bakterienzahlen
nachweisbar waren. Uber EUB338- und CF319a-Sonden
konnten Bakterienzahlen von 2 1,0 x 10'%/ml fir alle drei
Fohlen ermittelt werden. Mit der Bif164-Sonde ergaben
sich fiir die zwei alteren Fohlen (3 Monate und 5 Monate
alt) dhnliche Bakterienzahlen von < 1,5 x 10%/ml wie bei
adulten Pferden. Nur bei dem mit 3 Wochen sehr jungen
Fohlen waren Bakterienzahlen > 1,0 x 10°/ml iiber alle
Untersuchungstage feststellbar. In Tabelle 3 sind die
ermittelten medianen Bakterienzahlen fiir die einzelnen
Sonden pro Probenentnahmetag aufgefithrt. Die Box-
plotdiagramme (Abb. 2, 3) zeigen die ermittelten medi-
anen Bakterienzahlen pro Gruppe und Probentag fiir
eine Sonde mit Signifikanzniveau an, wobei Abbildung 2
den Vergleich der Gruppen 1 und 3 und Abbildung 3 den
Vergleich der Gruppen 3 und 4 darstellen.
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ABBILDUNG 2: Vergleich der Bakterien-
zahlen x 10%/ml Kotprobe der Gruppe 1 (darmge-
sunde Pferde, dunkelgrau Boxblot) und Gruppe 3
(kranke Pferde mit Amoxicillin-Gentamicin-
Behandlung, hellgrau Boxblot) im Boxplotdi-
agramm (Median, erstes und drittes Quartil).
Quantifizierung mithilfe von FISH unter
Verwendung von Oligonukleotidsonden EUB338
(EUB), CF319a (CF) und Bif164 (Bif) an den
Tagen 0, 3, 5 und 7 der Behandlung.

Von 19 verschiedenen Pferden aus den
Gruppen 1, 3 und 4 wurden auch mit-
tels der Oligonukleotidsonde LGC353ab
fir das Phylum Firmicutes untersucht
(Abb. 4). In der Auswertung lag der
Median der LGC353ab-Sonde von 16
Pferden unter < 1,0 x 10%/ml. Die Bak-
terienzahlen der Kotproben von 2 Pfer-
den aus Gruppe 4 (Colitispatienten) und
einem Pferd mit Bronchitis aus Gruppe 3
waren < 10°/ml.

In der gesamten Untersuchung waren
keine signifikanten Unterschiede in der
mikrobiellen Zusammensetzung in Fazes
von dlteren Pferden (> 18 Jahre alt) fest-
stellbar.

Antibiotikaeinfluss

In Hinblick auf die Zielstellung der Studie, die Auswir-
kungen der Antibiotika Amoxicillin und Gentamicin-
sulfat (Gruppe 3) auf die equine mikrobielle Fazesflora

zu untersuchen, ist der Vergleich der
Gruppe 1 mit Gruppe 3 von besonderer
Bedeutung (Tab. 3, Abb. 2). Die Bakteri-
enzahl der Domaéane Bacteria (EUB338)
der Gruppe 3 sank nicht signifikant
(p = 0,1842) am Tag 3, um am Tag 5
und 7 wieder kontinuierlich anzusteigen.
Die Bakterienzahlen, ermittelt mit der
CF319a-Sonde (Cytophaga-Flavobacte-
ria-Klasse) und der Bifl64-Sonde (Gat-
tung Bifidobacterium), sind an den Unter-
suchungstagen auf gleichem Niveau in
der Gruppe 1 und 3. Bei den Spezies
der Bifidobacteriaceae lagen die Median-
werte bei maximal 1,5 x 10%/ml am Tag 5
der Gruppe 3 (Tab. 3).

ABBILDUNG 3: Vergleich der Bakterien-
zahlen x 10%/ml Kotprobe der Gruppe 3 (kranke
Pferde mit Amoxicillin-Gentamicin-Behandlung,
dunkelgrau Boxplot) und Gruppe 4 (kranke
Pferde mit Amoxicillin-Gentamicin-Behandlung
und Pribiotikumapplikation, hellgrau Boxplot)
im Boxplotdiagramm (Median, erstes und drittes
Quartil). Quantifizierung mithilfe von FISH
unter Verwendung von Oligonukleotidsonden
EUB338 (EUB), CF319a (CF) und Bif164 (Bif)
an den Tagen 0, 3, 5 und 7 der Behandlung.
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ABBILDUNG 4: Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung einer
Kotprobe eines 7 Monate alten Warmbluthengstes der Gruppe 3
(Behandlung mit Amoxicillin, Gentamicin aufgrund Pneu-
monie). Die Kotprobe wurde mit der Oligonukleotidsonde
LGC354ab (= Phylum Firmicutes) des Tages 3 analysiert.

Die ermittelte mittlere Bakterienzahl war 5,0 x 10%/ml.
Mikrofoto in 1000-facher Vergrifierung.

Prébiotikaeinfluss

Bei den gesunden Pferden, die zusitzlich das Prébi-
otikum erhielten (Gruppe 2), kam es im Vergleich zu
Gruppe 1 zu einer geringfiigigen Erhéhung der Bakte-
rienzahl der Doméne Bacteria zum Tag 3, um dann am
Tag 5 und 7 kontinuierlich abzufallen. Die Bakterien-
zahlen der Gattung Bifidobacterium waren auf gleichem
Niveau und die der Cytophaga-Flavobacteria-Klasse
nicht signifikant hoher in der Gruppe 1 im Vergleich zu
Gruppe 2 (Tab. 3). Die Bakterienzahl, bestimmt mit der
Bacteria-spezifischen Sonde EUB338, in der Gruppe 4
mit Amoxicillin-Gentamicin-Behandlung und Prabio-
tikumapplikation stieg am Tag 7 iiber den Wert der
Gruppe 3, die kein Prabiotikum bekam (p = 1,0000)
(Tab. 3, Abb. 3). Die Bakterienzahl der Cytophaga-Flavo-
bacteria-Klasse der Gruppe 4 sank kontinuierlich im
Vergleich zur Gruppe 3 (Tab. 3, Abb. 3). Die Bakterien-
zahlen der Gattung Bifidobacterium der Gruppe 4 waren
auf niedrigem Niveau und niedriger als in Gruppe 3
(Tab. 3, Abb. 3).

Pferde mit Colitis

Unter den beprobten Pferdepatienten waren 12 Pferde
mit Colitis. Davon waren die meisten Patienten (n = 5)
in der Altersklasse 3-17 Jahre, 3 Pferde entstammten der
Altersklasse 6 Monate bis 2 Jahre und vier Pferde waren
18 Jahre und élter. Es dominierten Warmblutpferde mit
n=8, auflerdem waren je ein Haflinger, Minishetland-
pony, ein Shetlandpony sowie ein Reitpony vertreten.
Acht Pferde kamen aus Boxenhaltung mit Paddock und
4 Pferde aus Offenstallhaltung. Die Halfte der Pferde
wurde in den Wintermonaten (Januar bis Februar) ein-
geliefert, die restlichen Patienten wurden im Herbst
(n = 3) sowie im Friihjahr (n = 3) in der Medizinischen
Tierklinik vorgestellt. Die 12 beprobten Colitispatienten
wurden zuféllig auf die Gruppen 3 und 4 verteilt. Die
Bacteria-spezifische Sonde EUB338 présentierte die Aus-

gangsprobe der Gruppe 3 mit einem niedrigeren Median
M = 0,75 x 108/ml als den Median mit M = 6,0 x 10%/ml
der Gruppe 4 am Tag 0 (p = 0,3836). In Gruppe 3 ver-
starben aufgrund des klinisch schlechten Zustandes 4
Pferde mit akuter Colitis in den ersten drei Tagen bzw.
wurden wegen schlechter Prognose euthanasiert. Eine
weitere Beprobung war daher nicht moglich. Die Bakte-
rienzahl der Gruppe 3 mit M = 5,0 x 10%/ml ist niedriger
als die der Gruppe 4 mit Préabiotikum von M = 1,0 x 10°
/ml am Tag 3 (p = 0,4606). Die weiteren Medianwerte
der Gruppe 4 mit Prabiotikum waren Ms, 1,6 = 5,0 x 10°
und M7 e = 7,5 x 10%/ml. Diese Patienten sprachen sehr
schnell auf die Therapie mit Antibiotika, Antiphlogistika,
Infusionstherapie und auf die Supplementierung mit
dem Prébiotikum an. Makroskopisch war eine Besse-
rung der Kotkonsistenz innerhalb von 24 Stunden nach
der ersten Aufnahme des Prabiotikums festzustellen.
Ebenso entwickelte sich die Heuaufnahme positiv. Die
Ausgangswerte der Bakterienzahlen der Cytophaga-
Flavobacteria-Klasse (CF319a-Sonde) waren bei Pferden
mit akuter Colitis der Gruppe 3 und 4 bei 1,0 x 10°/ml und
8,5 x 10%/ml am Tag 0 (p = 1,0000). Die weiteren Mediane
der Gruppe 4 mit Amoxicillin-Gentamicin-Behandlung
und Prabiotikumapplikation lagen bei M3, 1, = 3,0 x 10,
Ms g = 1,5 x 10° und My, g = 1,25 x 10%ml. Die
Reduzierung der Bakterienzahl von Tag 0 auf Tag 3 war
mit p = 0,1875 nicht statistisch signifikant. Die Bakte-
rienzahlen der Gattung Bifidobacterium lagen bei allen
Pferden mit akuter Colitis sowie ohne (Gruppe 3) und
mit Supplementierung (Gruppe 4) des Prabiotikums
konstant unter 1,0 x 108/ml.

Diskussion

Unter dem Einfluss von Amoxicillin und Gentamicin-
sulfat war in der vorliegenden Untersuchung bei den
Pferden der Gruppe 3 zwar keine signifikante Redu-
zierung der Bakteriengesamtzahlen (p = 0,1842) und
der Gattung Bifidobacterium (p = 0,1202), aber dennoch
eine Verringerung in den Bakterienzahlen am Tag 3 im
Vergleich zur Gruppe 1 festzustellen (Abb. 2). Anders
als erwartet, blieben die Zahlen in der Cytophaga-
Flavobacteria-Klasse sogar konstant (Abb. 2). Amoxicil-
lin und Gentamicinsulfat wurden an der Medizinischen
Tierklinik der Universitdt Leipzig routinemafig als anti-
biotische Medikamente, bevor ein Antibiogramm vor-
handen war, bei Pferden mit mittel- bis hochgradigem
Fieber, Leukopenie oder Leukozytose eingesetzt. Als
Penicillinderivat wirkt Amoxicillin bakterizid mit einem
breiten Spektrum gegentiber grampositiven und gram-
negativen Bakterien, wéhrend Gentamicinsulfat aus-
schliellich auf gramnegative Bakterien Einfluss nimmt
und in sauerstoffarmer Umgebung teilweise inaktiviert
wird (European Commission’s Directorate for public
health and risk assessment). Daher ist anzunehmen,
dass die Wirksamkeit von Gentamicinsulfat im Darm-
milieu unwesentlich ist. Costa et al. (2015b) konsta-
tierten im Vergleich der Antiinfektiva Penicillin, Ceftiofur
sowie Trimethoprim-Sulfadiazin (TMS) unterschiedlich
starke Beeinflussungen des equinen Mikrobioms. Dabei
erzeugte insbesondere TMS mit seiner den Folsdure-
stoffwechsel von Bakterien hemmenden Wirkung Ver-
anderungen in der Vielfalt der Bakterienarten, wahrend
Penicillin und Ceftiofur mit ihren dhnlichen, bakterizi-
den Wirkungsprinzipien der Hemmung der bakteriel-
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len Zellwandsynthese eher Unterschiede auf unteren
taxonomischen Ebenen induzierten. Wahrscheinlich ist
das Risiko fiir AAD eher nicht durch den Einsatz von
Antibiotika an sich, sondern einerseits durch den Ver-
abreichungsweg und andererseits durch deren phar-
makologischen Ansatzpunkt bedingt. Nach jetzigem
Kenntnisstand kommen in der Mikrobiota des Pferdes
insbesondere grampositive Bakterien vor wie Phylum
Firmicutes z. B. Klasse Clostridia (Costa et al., 2012;
Dougal et al,, 2012, 2013; Schoster 2015, Costa et al.,
2015a). Naheliegend ist, dass Antibiotika, die gezielt
grampositive Bakterien hemmen und dazu bakterizid
wirken, ein groferes Risiko mit sich bringen, AAD oder
starke Dysbiosen auszulosen, wie etwa von Gustafsson
et al. (1997) in einer Arbeit {iber erythromycininduzierte
Colitis erkrankter Stuten gezeigt hatten. Da die Klasse
Clostridia einen dominierenden Bestandteil der equinen
Mikrobiota bildet, rieten Costa et al. (2015b) den the-
rapeutischen Einsatz von beispielsweise Metronidazol
beim Pferd gut abzuwégen. Costa et al. (2015b) fanden
bei Pferden mit Colitis ein vermehrtes Auftreten des
Phylum Bacteroidetes. Zu diesem artenreichen Stamm
mit gramnegativen Vertretern gehoren jene Bakterien,
die mit der Sonde CF319a als Klasse Cytophaga-Flavo-
bacteria detektiert worden waren und in unserer Studie
unter Einfluss von Amoxicillin und Gentamicinsulfat in
der Anzahl konstant blieben (Abb. 2). Es kann sein, dass
durch die weitere Raufutteraufnahme wahrend der Anti-
biotikatherapie die Reduzierung gewisser Bakterienarten
nicht in Erscheinung trat, da ein Ausgleich durch die
Aufnahme alimentérer Bakterien erfolgte. Andererseits
kénnten grampositive Bakterienarten sensibler auf die
Einwirkung von Antibiotika reagieren, moglicherweise
betrifft dies auch nur die Schliisselkomponenten bzw.
die Kernspezies, die es noch genauer zu identifizieren
gilt. In dieser Studie wurden keine makroskopischen
Veranderungen der Kotkonsistenz durch Amoxicillin
und Gentamicinsulfat beobachtet, sodass diese Antibi-
otika in Bezug auf das Risiko einer AAD sicher zu sein
scheinen.

In der vorliegenden Studie wurde die etablierte
Methode genutzt, mithilfe analysierter Fdzes Riick-
schliisse auf die intestinale, bakterielle Darmflora des
Pferdes zu ziehen. In zahlreichen anderen Untersu-
chungen fand dies Anwendung (Costa et al., 2012;
Shepard et al.,, 2012; Steelmann et al., 2012; O'Donnell
et al,, 2013; Dougal et al., 2014; Sadet-Bourgeteau et al.,
2014; Proudman et al., 2015). Fiir diese Studie wurden
Kotproben als Material zur Analyse gewahlt, um auch
eine Beprobung gesunder Tiere zu ermdglichen. Der
Fokus lag auf dem Nachweis von Quantitdtsverdnde-
rungen der bakteriellen Mikrobiota durch die Wirkung
von Antibiotika, wobei sich solche auch in der fakalen,
mikrobiellen Zusammensetzung widerspiegeln sollten.
VonVorteil ist dabei die leicht realisierbare Probennahme
zur Untersuchung der fakalen Mikrobiota im Vergleich
zur Beprobung fistulierter oder andsthesierter Pferde,
die ebenso wie die Entnahme von Ingestaproben von
euthanasierten, gesunden Pferden als ethisch proble-
matisch anzusehen ist. Jedoch ist bereits beschrieben,
dass die Zusammensetzung der intestinalen, bakteriel-
len Gemeinschaft zwischen Individuen einer Rasse trotz
gleicher Haltungsregion und Flitterung sehr verschieden
ist (Blackmore et al., 2013; O’'Donnell et al., 2013). Dieses
Merkmal wird als interindividuelle Varianz bezeichnet
(Dougal et al., 2012; Julliand und Grimm, 2016) und ist
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bisher in Untersuchungen zu Diversitdten der Mikrobi-
ota aufgefallen. Inwieweit es dadurch zu Unterschieden
der Zahlen von Bakterienarten kommt, ist noch unklar.
Auflerdem ist in den jiingsten Studien zur Diversitat und
Komplexitat der equinen Mikrobiota aufgefallen, dass
es in Zusammensetzung der intestinalen, bakteriellen
Gemeinschaft auch signifikante Unterschiede zwischen
Blinddarm und Fézes gibt (de Fombelle et al., 2003;
Hastie et al.,, 2008; Costa et al., 2012; Schoster et al.,
2013; Dougal et al., 2012, 2013, 2014; Fernandes et al.,
2014; Philippeau et al., 2015; Harlow, 2015; Harlow et
al., 2016; Costa et al., 2015a, 2016). Die Vermischung des
Mikrobioms scheint im Colon ascendens stattzufinden,
denn weitere Studien zeigten, dass die Zusammenset-
zung der Mikrobiota des ventralen rechten Colons der
im Blinddarm gleicht (Daly et al., 2001; de Fombelle
et al., 2003; Schoster et al., 2013), sich aber vom rech-
ten dorsalen Colon unterscheidet (Dougal et al., 2012).
Die dortigen Bakterien besitzen in der Zusammenset-
zung wiederum mehr Ahnlichkeit mit der mikrobiellen
Gemeinschaft der Fazes (Sadet-Bourgeteau et al., 2014).
Die Gruppenverteilung der Pferde erfolgte randomi-
siert (Tab. 3). Gruppe 1 und Gruppe 2 mit den gesunden
Pferden bildeten sehr stabile Gruppen, die durchgéangig
iiber alle sieben Tage eine gute und konstante Futter-
aufnahme zeigten. Die Heuportionen wurden auf drei
Rationen (frith, mittags und abends) aufgeteilt und in
einer Menge von 1,5 kg/100 kg LM pro Tag vollsténdig
verzehrt. Eine Mischfuttermittelzubereitung wurde den
gesunden Pferden der Gruppen 1 und 2 nicht angebo-
ten, lediglich erfolgte die Zufiitterung des Prabiotikums
fiir die Gruppe 2. Die Applikationsdauer des einge-
setzten Prabiotikums war kiirzer im Vergleich zu den
Anwendungszeiten von 12 bis 14 Tagen anderer ver-
wendeter Prébiotika (Buesing et al., 2011; Buesing et al.,
2014). Eine Verabreichungsdauer von 21 oder 28 Tagen
wurde auch beschrieben (Morgan et al., 2007; Respon-
dek et al, 2008; Dougal et al., 2014). Ausgehend von
der in der Literatur zu findenden mittleren, intestinalen
Transitzeit von 25 bis 36 Stunden bei gesunden Pferden
mit Heufiitterung, ist eine Applikationszeit von 7 Tagen
jedoch auch angemessen, zumal die Ingesta mit einer
Passagezeit von nur drei Stunden bereits in kiirzester
Zeit im Blinddarm bzw. ventralen Grimmdarm vorliegt
und sich dort erst die Verweilzeit fiir zu fermentierende
Kohlenhydrate erhoht (Pearson and Merrit, 1991; Mira-
glia et al., 1992). Zudem wurde eine einheitliche Appli-
kationsdauer auch fiir Gruppe 3 und Gruppe 4 gewahlt,
die innerhalb einer klinischen Studie umsetzbar war.
Das applizierte Prabiotikum zeigte im Einsatz keinerlei
unerwiinschte Wirkungen, jedoch war die Akzeptanz bei
einigen Pferden nicht optimal und die verfligbare For-
mulierung als Pellet erlaubte bisher keine Applikation
bei Inappetenz. Die Pferde, die das Prébiotikum absolut
nicht fressen wollten, wurden nicht weiter beprobt und
aus der Studie genommen. Eine vertretbare Wartezeit
waren 12 Stunden nach Therapieanfang mit einer erneu-
ten Fiitterung nach gescheitertem ersten Versuch. AufSer-
dem sollte mindestens 2/3 der Menge des Prébiotikums
aufgenommen worden sein. Das entspricht bei adulten
Pferden mit 500 kg Kérpergewicht eine Mindestmenge
von 500 g des Prabiotikums, womit die Dosierung von
1,5 g/kg ahnlich zu den Empfehlungen von Mischfutter-
zubereitung ist. In Studien zur Schweinefiitterung mit
Huminséuren oder anderen Prabiotika wurden Dosier-
vorschldge von 5-40 g/kg angewendet (Flickinger et
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al., 2003; Mikkelsen et al, 2003; Mountzouris et al.,
2006; Buesing et al., 2011, 2014). Aufgrund des 20%igen
Anteiles von Topinambur im Prdparat bestand keine
Gefahr fiir die Auslosung einer Hufrehe. Auch Glatter et
al. (2016) hatten in ihrer Studie Topinamburmehl in der
Pferdefiitterung mit einer Inulinkonzentration von 0,2 g/
kg KM/Tag verwendet und keine Hufrehe bei den Ver-
suchspferden ausgeldst. Ausschliefllich durch die Endo-
toxamie entwickelte sich die Hufrehe bei den an Colitis
erkrankten Pferden der Gruppen 3 und 4. Beziiglich des
Einflusses der Huminsauren ist von einer luminalen und
schleimhautassoziierten Wirkungsweise auszugehen.
Die resorptiven Eigenschaften von Huminsduren sind
umstritten. Biising (2001) beforschte die Resorptionsfa-
higkeit der Huminséaurepartikel innerhalb des Darmepi-
thels bei Schweinen und wies Partikel von Huminséduren
im Darmepithel bei Absetzern lichtmikroskopisch nach.
Dies erschien ungewohnlich, da von einer resorbier-
baren Partikelgroie von 0,8 nm im Durchschnitt inner-
halb des Diinndarms und noch kleiner (0,25 nm im
Durchschnitt) innerhalb des Grimmdarms auszugehen
ist (Schmidt und Thewes, 1997) und Huminséureparti-
kel deutlich grofer sind. In einer weiteren Studie von
Buesing et al. (2014) mit adulten Mini-Schweinen und
der Fiitterung von Huminsauren (1,0 g/kg KM) konnten
keine integrierten Huminsdurepartikel im Darmepithel
festgestellt werden, daher wurde im Vergleich zur ersten
Studie bei Absetzern ein altersabhéngiges Vermogen zur
Resorption vermutet (Buesing et al., 2014).

Das eingesetzte Prabiotikum bei den gesunden Pfer-
den verdnderte weder die Kotkonsistenz noch die faka-
len Bakterienzahlen signifikant. Beide Gruppen 1 und
2 zeigten fiir die bakterienspezifischen Oligonukleotid-
sonden keine signifikanten Unterschiede. Einzig waren
die Zahlen fiir Cytophaga-Flavobacteria-Klasse und Bifi-
dobacterium spp. subjektiv betrachtet geringgradig ver-
ringert fiir Gruppe 2 iiber alle vier Probentage (Tage 0,
3, 5, 7). Ahnlich erniichternd waren die Ergebnisse der
Studie von Murray et al. (2014), die sowohl mit stérke-
reichen als auch mit stirkearmen Rationen keine Ande-
rungen in der Zusammensetzung der Mikrobiota der
Fazes bemerkten. Die Inulinfiitterung fiihrte bei darm-
gesunden Pferden zu einer nicht signifikanten Erho-
hung der Konzentration kurzkettiger Fettsauren und der
Ammoniakkonzentration sowie zu einer nicht signifi-
kanten Erniedrigung der L-Laktatkonzentration im ven-
tralen grofien Kolon (Clatter et al., 2016). Ebenfalls zeigte
auch dieses Prabiotikum keinen stimulierenden Effekt
auf die grampositiven Bifidobakterien (Tab. 3, Abb. 3).
Das konnte einerseits in der jeweiligen Grundkrankheit
der Pferde in Gruppe 4 begriindet sein, andererseits war
auch bei gesunden Pferden der Gruppe 2 diesbeziiglich
kein Unterschied erkennbar. Vermutlich kommen Bifi-
dobakterien in Fazes nur in geringen Bakterienzahlen
vor (Endo et al., 2009). Auch Mountzouris et al. (2006)
préasentierten eine signifikante Reduzierung des quan-
titativen Anteils der u. a. ermittelbaren Bifidobakterien
vom Caecum bis Rektum beim Schwein sowie einen
anteiligen Gesamtbeitrag an der intestinalen porzinen
Mikroflora von lediglich 1,0-1,1 % &hnlich der Human-
medizin mit Gehalten unter 2 % fiir Bifidobacterium,
Lactococcus sowie Enterococcus (Sghir et al., 2000). Das
durchschnittliche Auftreten der Bifidobakterien in Fézes
von < 1,5 x 10%ml entspricht damit den gegenwartigen
Erkenntnissen (Sghir et al., 2000; Mountzouris et al.,
2006; Endo et al., 2009). Auch bei darmkranken Pferden

blieben erhéhte Bakterienzahlen fiir Bifidobacterium spp.
aus. Davon ausgenommen waren Proben von drei Foh-
len, die untersucht wurden. Bei einem unter drei Wochen
alten Fohlen, erhdhten sich auffallig die Bakterienzahlen
der Gattung Bifidobacterium mit > 1,0 x 10°/ml tber alle
Probentage im Vergleich zu adulten Pferden. Bei den
anderen beiden Fohlen, die mit drei und fiinf Monaten
deutlich alter waren, waren die Bakterienzahlen fiir
die Gattung Bifidobacterium &hnlich denen der adulten
Pferde von < 1,5 x 10%ml. Auch die Bakteriengesamtzahl
sowie die Bakterienzahlen fiir Cytophaga-Flavobacteria-
Klasse fielen bei allen drei Fohlen ebenfalls mit {iber
1,0 x 10%%/ml deutlich hoher aus. Das erklart sich durch
die tiberwiegende Aufnahme von Milch und die Neuko-
lonisation des Darmes.

Bei den erkrankten Pferden ergaben sich mehrere Ein-
flussfaktoren. Die Grundkrankheiten der Gruppe 3- und
4-Pferde variierten in Art und Schweregrad stark (Tab. 1,
3). Die Notwendigkeit einer antibiotischen Behandlung
ergab sich filir alle Pferde aus diesen beiden Grup-
pen, jedoch waren Allgemeinbefinden, Futteraufnahme
und Stoffwechsel der Pferde unterschiedlich stark durch
die Grunderkrankung beeinflusst. Dennoch war in der
Auswertung der Daten nur ein geringer Einfluss der
Grundkrankheit gegentiber dem bakteriellen Mikrobiom
gesunder Pferde festzustellen, da sich die Medianwerte
der Eingangsproben (Tag 0) zwischen gesunden Pfer-
den (Gruppe 1) und antibiotisch behandelten Pferden
(Gruppe 3 und Gruppe 4) kaum unterschieden (Abb. 2,
3). Einzig die Zahlen der Gattung Bifidobacterium waren
initial in den Tag 0-Proben deutlich erniedrigt bei Pfer-
den der Gruppe 4, aber auch bei der Gruppe 1 im
Vergleich zu den Pferden der Gruppe 3 (Abb. 2). Futte-
rumstellung und der Krankheitszustand dieser Pferde
aus Gruppe 3 konnte dazu beigetragen haben. Eine ins-
gesamt gleichméfige Futteraufnahme fiir Gruppe 3 und
4 konnte in den ersten Tagen des Klinikaufenthaltes fiir
die inkludierten Pferde nicht bestatigt werden. Gerade
die Patienten, die sehr friih nach 1 oder 2 Tagen verstar-
ben, waren zum grofiten Teil inappetent. Die letztend-
liche Todesursache bei diesen Pferden war eine Herz-
Kreislauf-Insuffizienz. Ein Toxinnachweis gelang nur
im Fall eines Pferdes mit Diagnose Colitis, wobei sich
nachtraglich eine Salmonellose herausstellte. Die ande-
ren Pferde mit Colitis wurden gréBtenteils euthanasiert.
Durch die Endotoxdmie war es bei diesen Pferden trotz
Therapie und friithzeitigen prophylaktischen Mafinah-
men sekundér zu Komplikationen wie mittel- bis hoch-
gradiger Hufrehe gekommen, welche fiir die Euthanasie
der Pferde mit Colitis der Gruppe 3 und 4 in allen Fallen
ausschlaggebend war (Tab. 3). Die Kotkonsistenz hatte
sich bei allen Pferden der Gruppe 4 verbessert und war
nicht mehr das primére Problem gewesen. In Gruppe 3
konnte dies nicht so beobachtet werden, allerdings litten
die Pferde mit Colitis langer an Inappetenz. Eine gastrale
Futtersubstitution per Nasenschlundsonde gelang nur
teilweise, so dass die Pferde langer per parenteraler Infu-
sion versorgt wurden. Bakteriologische Untersuchungen
von Kotproben erbrachten wenig spezifische Ergebnisse,
in zwei von vier Pferden der Gruppe 4 konnte mittel- bis
hochgradig Clostridium perfringens nachgewiesen wer-
den, doch ohne Toxinbildung. Dadurch, dass die Pferde
initial mit verdnderter Kotkonsistenz und kolikartigen
Verhalten in der Medizinischen Tierklinik vorgestellt
wurden, kann {iber auslosende Faktoren nicht restimiert
werden. Einzig aufgefallen war, dass die Patienten vor-
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rangig iiber die kiihleren bis kélteren Jahreszeiten und
nicht iiber die Sommermonate kamen. Die klinische
Charakterisierung einer Dysbiose beim Pferd ist divers,
denn es gibt Pferde bei denen das Allgemeinbefinden
stark beeintrachtigt war und Pferde, die bei gutem All-
gemeinbefinden blieben, trotz stark veranderter Kotkon-
sistenz. Die labormedizinische Untersuchung ergab bei
einer Dysbiose im Vergleich zu einer Colitis keine Auf-
falligkeiten und auch sonografisch waren vergleichend
keine Veranderungen der Darmwand festzustellen.

Bei den Pferden mit akuter Colitis normalisierte sich
die Kotkonsistenz makroskopisch nach Préabiotikumver-
abreichung, was auf die schleimhaut- und darmflorapro-
tektiven Effekte der Huminsdauren WH67 und/oder der
Topinamburinhaltsstoffe zurtickzufiihren sein koénnte.
Mit der Supplementierung des Prébiotikums zusatzlich
zur antibiotischen Therapie fiel eine weniger ausgepragte
Senkung des Medians der unter Bacteria-spezifischen
Sonde EUB338 detektierbaren Bakterien zum Tag 5 auf,
jedoch reagierten diese Bakterien zum Tag 7 mit einer
Erhohung (Abb. 3). Es ist also denkbar, dass innerhalb
des schr breiten, detektierbaren Spektrums der EUB338-
Sonde einige Bakterienarten vorhanden sind, die durch
das Prabiotikum gefordert werden. Auch bei den gesun-
den Pferden mit zuséatzlicher Prabiotikumfiitterung kam
es zu einer geringfiigigen Steigerung der Bakterienge-
samtzahl am Tag 3 (Tab. 3). Signifikante quantitative
Unterschiede in der equinen, fikalen Mikrobiota beim
Einsatz des Prdbiotikums konnten allerdings nicht dar-
gestellt werden.

Bei den zwdlf an Colitis erkrankten Pferden bestand
bereits initial eine veranderte Kotkonsistenz. Ebenso wie
bei Costa et al. (2015b) waren auch in unserer Studie in
den Fizes von Pferden mit Colitis eine {iberdurchschnitt-
lich hohe Anzahl an Bakterien der Klasse Cytophaga-
Flavobacteria (Phylum Bacteroidetes) mit 1,0 x 10°/ml
und 8,5 x 10%/ml fiir Gruppe 3 und 4 vorhanden. Aller-
dings lassen sich tiber den Vergleich der Gruppen 3 und
4 im zeitlichen Verlauf keine Unterschiede aufzeigen, da
Gruppe 3 aufgrund von vorzeitigen Todesféllen nicht
vollstdndig analysiert werden konnte.

Insgesamt hat die Applikation des Prabiotikums bei
Pferden mit akuter Colitis geholfen, eine schnellere Nor-
malisierung der Kotkonsistenz herbeizufiihren und die
Bakterienzahl der Cytophaga-Flavobacteria-Klasse wah-
rend der Amoxicillin-Gentamicinsulfat-Therapie in den
ersten Tagen zu stabilisieren. Weitere Untersuchungen
des intestinalen Mikrobioms beim Pferd sind notwendig,
um den Einfluss auch anderer eingesetzter Antibiotika
beim Pferd zu tiberpriifen.

Die FISH ist als eine kulturunabhangige Methode zur
Analyse komplexer mikrobieller Gemeinschaft geeignet,
die keinen zusitzlichen DNA-Extraktionsschritt erfor-
dert und damit das Risiko einer ungeniigenden DNA-
Ausbeute umgeht. In der methodischen Bearbeitung
war der Wassergehalt der Fizes vom Pferd nicht unpro-
blematisch, da er die Inkubationslésung verdiinnt und
zudem die Gefahr bestand, eine ungeniigende Menge
des Sediments auf den Objekttriger aufzutragen. Im
Rahmen mehrerer Vorversuche konnte die Homogeni-
sierung der Probe optimiert werden. Ohne die Homo-
genisierung wire die Zuganglichkeit zum genomischen
Material der Prokaryoten in der Hybridisierung durch die
Faseranteile im Pferdekot erschwert. Mittels der moder-
nen Hochdurchsatzsequenzierung bzw. PCR-basierter
16S-rRNA kann die Suche nach Diversitdtsunterschie-
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den bzw. die Ermittlung der bakteriellen Zusammenset-
zung erfolgen. Somit konnte innerhalb der mikrobiellen
Gemeinschaft mit 40-70 % als dominantestes Phylum
Firmicutes sowohl fiir die Kompartimente des Blind-
und Grimmdarms (Daly et al, 2001; Dougal et al.,
2013; Schoster et al., 2013; Costa et al., 2015a) als auch
in Fézes herausgefunden werden (Costa et al., 2012;
Shepard et al., 2012; Steelmann et al., 2012; O’Donnell
et al., 2013; Dougal et al., 2014; Proudman et al., 2015).
Uber die Sonde LGC354ab wurde in dieser Studie auch
auf das Vorhandensein des Phylum Firmicutes inner-
halb von Proben von 19 verschiedenen Pferden aus
Gruppe 1, 3 und 4 untersucht. Jedoch waren entweder
multiple Fluoreszenzsignale, bei zwei Pferden mit akuter
Colitis, fiir Firmicutes feststellbar, oder es ergaben sich
keine fluoreszierenden Signale, auch in der Gruppe der
gesunden Pferde nicht. Inwieweit {iber die neuen mole-
kulargenetischen Verfahren und deren Ergebnisse {iber
Diversitdtsmerkmale auch Interpretationen {iber Anzahl
und Konzentrationen von Bakterien erfolgen konnen,
ist noch unklar. Vergleiche und direkte Riickschliisse aus
Studien anderer Autoren sind aufgrund unterschied-
licher Analysemethodik, gefiitterter Rationen, Herkunft
und Alter der Pferde sowie Wahl der Antibiotika schwie-

rig.
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Diskussion

4. Diskussion

In einer klinischen Studie an der Medizinischen Tierklinik Leipzig wurde tiber zwei Jahre (2015 -
2017) die fakale Mikrobiota von erkrankten Pferden (Gruppen 3 und 4) unter Antibiotikatherapie
vergleichend zu Proben von gesunden Pferden (Gruppen 1 und 2) untersucht. Zusétzlich wurde
sowohl einem Teil der gesunden Pferde (Gruppe 2) als auch einem Teil der erkrankten Pferde
(Gruppe 4) ein Huminsdureprédparat (Pharmawerk Weinbohla) mit Inulin aus Topinamburmehl
appliziert.

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der equinen fdkalen bakteriellen Darmflora hinsichtlich
quantitativer Verdanderungen unter antibiotischer Therapie sowie Substitution mit Huminsduren
und prébiotisch wirksamem Topinambur-, Griin- und Reismehl. In der Konzeption interessierte
besonders die Frage, inwieweit eine antibakterielle systemische Therapie Storungen der
kommensalen Darmflora hervorrufen kann, die iiber quantitative Messungen von spezifischen,
enteralen und kommensalen Darmbakterien nachzuvollziehen sind und wie sich die Fiitterung
des Huminsdureprédparates darauf auswirkt.

Vergleichbare Studien wurden bisher nicht veroéffentlicht. Die Mehrzahl der bisher vorliegenden
Studien untersuchten die fikale und intestinale Mikrobiota an Versuchspferden, die nicht
erkrankt waren.

Es handelt sich um eine klinische Studie, da die ﬂberprﬁfung unter realistischen, dem
tierdrztlichen Alltag entsprechenden Bedingungen stattfinden sollte. Dementsprechend war die
Durchfithrung der Studie vom vorhandenen Patientengut und von der Integrierbarkeit der
einzelnen Pferdepatienten wihrend des Studienzeitraumes abhéngig, was die unterschiedliche
Anzahl der Pferde pro Gruppe erkldrt. Durch das variable Patientengut ergab sich ein breites
Spektrum hinsichtlich der Rassen der untersuchten Pferde. Auch die Altersstruktur der Pferde in
der Studie entsprach einem Querschnitt durch das tibliche Patientengut der Medizinischen
Tierklinik. Eine Auflistung der Pferde der einzelnen Gruppen einschlieSlich der

zugrundeliegenden Erkrankungen ist in Tabelle 3 dargestellt.

4.1 Beurteilung der Methode

Die Auswertung erfolgte per FISH im Molekularlabor der Abteilung Gastroenterologie der
Charité Berlin. Die FISH wurde in dieser Studie als etablierte Methode genutzt, um ausgewdhlte,
enterale, kommensale Bakterien in den aufbereiteten Fidzesproben zu detektieren. Wie
beschrieben, ist die FISH eine geeignete und schnelle durchfiihrbare Methode zur Detektion und
quantitativen Messungen von Bakterien (AMMAN et al. 1995; BLASCO et al. 2003). Das ziigige
Bearbeiten gelang vor allem durch die Nachweisfiihrung direkt im Material (JOHN et al. 1969;
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PARDUE und GALL 1969) ohne vorherige Extraktion der nachzuweisenden Nukleinsduren aus
den Bakterien. Da eine ziigige Bearbeitung der Proben wichtig ist, um das Absterben von
Bakterien zu minimieren und dadurch keine falsch-negativen Ergebnisse zu erzielen, wie durch
LUDWIG und SCHLEIFER (1994) sowie OTTOW (2011) dargestellt, musste eine geeignete Fixier-
und Lagerungslosung verwendet werden, um die Proben auf dem Transportweg von der
Tierklinik ins Labor bestmoglich zu schiitzen. Die Verwendung der Carnoy-Losung
(SWIDSINSKI 2006) war daher bedeutend fiir die Stabilisierung und Fixierung der Proben in der
Zeit von der Probenentnahme bis zur Aufbereitung mittels FISH. Der Wassergehalt der Fizes
erwies sich zunédchst als problematisch, da er zu Verdiinnung der Carnoy-Losung fiihrte.
Auflerdem mussten die groben Faseranteile der Fiazes zerkleinert werden, um eine représentative
Probe zu erhalten. In mehreren Vorversuchen wurde die Homogenisierung der Probe optimiert
und die Konzentration der Fixierlosung eingestellt.

Fiir diese Studie wurden Kotproben als Untersuchungsmaterial verwendet, da es sich um eine
klinische Studie an Patienten sowie gesunden Kontrolltieren handelte, deren Beprobung nur auf
diesem Wege so moglich war. Der Vorteil der fikalen Analyse ist die einfach realisierbare
Probenentnahme. Bedeutend aufwendiger und komplizierter ist die Probenbeschaffung direkt
aus den einzelnen Darmabschnitten da sie fistulierte oder andsthesierte Pferde erfordert. Die
Entnahme von Ingestaproben von euthanasierten, gesunden Pferden war fiir das Studienziel
ethisch nicht vertretbar. Die Quantitdtsverdnderungen der bakteriellen Mikrobiota sind auch in
der fakalen, mikrobiellen Zusammensetzung nachzuweisen sein, das wurde bereits in anderen
Studien gezeigt (DOUGAL et al. 2014; PROUDMAN et al. 2015) und auch andere Autoren zogen
Riickschliisse auf die intestinale Mikrobiota von Pferden aus Féazes (COSTA et al. 2012; SHEPARD
etal. 2012; STEELMANN et al. 2012; O'DONNELL et al. 2013; SADET-BOURGETEAU et al. 2014).
Zur Charakterisierung der Bakterienpopulation in Fdzes wurden drei rRNA-spezifische
Oligonukleotidsonden ausgewdhlt. Die phylumiibergreifende Sonde EUB 338, von AMANN et
al. (1990) fiir Eubakterien etabliert, wurde gewahlt, um tibersichtlich und allgemein Verdanderung
der Eubakterien wahrzunehmen (Abb. 6). Die CF 319a-Sonde diente der Identifizierung des
Bacteroidetes-Stammes (MANZ et al. 1996), der in anderen Studien am zweithdufigsten in
Kotproben von gesunden Pferden nachzuweisen war (DOUGAL et al. 2013; MOREAU et al. 2014;
HANSEN et al. 2015; PROUDMAN et al. 2015; COSTA et al. 2015a) und der besonders bei an
Colitis erkrankten Pferden vermehrt auftrat (COSTA et al. 2015b). Mit der Bif 164-Sonde kann die
grampositive Bakterienart Bifidobacterium spp. identifiziert werden (LANGENDIJK et al. 1995).
Das war in der Untersuchung wichtig, um einen etwaigen stimulierenden Effekt des Inulin-

haltigen Prabiotikums auf diesen Pionierkeim zu tiberpriifen.
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Die Detektionsgrenze fiir die hier verwendete FISH ist auf <10¢/ml festgesetzt worden, da die
Anfilligkeit fuir eine fehlerhafte, mikroskopische Auswertung bei einer Bakterienzahl von
<106/ml erhoht ist. Da sowohl in Fizes als auch intestinal durchschnittliche Konzentrationen von
Anaerobiern von 7,4x 107 - 3,7x 10°/ ml (DE FOMBELLE et al. 2003), 6,1x 108 CFU/ g aus dem Colon
(MACKIE und WILKINS 1988) oder 107 - 101 Zellen/ml im Blind- und Grimmdarm ermittelt
werden konnten (SADET-BOURGETEAU und JULLIAND 2012), wurde die Festlegung der
Detektionsgrenze fiir die Untersuchung als nicht problematisch erachtet. Bei einem starken Abfall
war die Reduktion der Bakterienzahl eindeutig und die Ergebnisse der Vorversuche zeigten, dass
die Bakterienzahlen in der Regel tiber der Detektionsgrenze lagen. In den Abbildungen und
Tabellen symbolisieren die Nullwerte die untere Detektionsgrenze von <10¢ Bakterien/ml

(GRANES et al. 2018).

4.2  Einfluss von Antibiotika (Gruppe 3 und Gruppe 4)

Die Pferdepatienten der Medizinischen Tierklinik Leipzig, die eine antibiotische Therapie mit
Amoxicillin (15 mg/kg, i.v., 2x/Tag) und Gentamicin (6,6 mg/kg, i.v./Tag) erhielten und deren
Besitzer der Teilnahme an der Studie zustimmten, wurden randomisiert auf die Gruppen 3 und 4
verteilt.

Aufgrund vorzeitiger Entlassung oder dem Versterben einzelner Pferde dieser Gruppen, nahm
die Probenanzahl je Probentag zum Ende der Studie hin ab. Die Erkrankungen der Pferde sowie
die Therapiedauer sind tabellarisch dargestellt (GRANES et al. 2018). Die Antibiotikatherapie
sollte tiber eine Dauer von mindestens drei Tagen erfolgen, doch richtete sich die exakte Dauer
der Therapie vor allem nach der Grunderkrankung und dem klinischen Verlauf. Uber die drei
Oligonukleotidsonden konnten in den Proben, die initial genommen wurden, aufSer bei den
Pferden mit Darmentziindungen (siehe Kapitel 4.2.4), keine Auffilligkeiten festgestellt werden.
Die Darstellung des antibakteriellen Einflusses durch Amoxicillin und Gentamicin ist in der Abb.
2 gezeigt (GRANES et al. 2018). Am Tag 3 der Untersuchung war eine statistisch nicht signifikante
Reduktion der Eubakterien (p = 0,1842) sowie der Spezies Bifidobacterium (p = 0,1202) festzustellen
(Abb. 2) (GRANES et al. 2018). Das konnte mit der ersten Antibiotikagabe 48 Stunden in
Zusammenhang stehen. Andere Untersuchungen stellten auch bereits 24 Stunden nach der ersten
antibiotischen Behandlung eine Verinderung der Darmflora fest (COCHETIERE et al. 2008;
DETHLEFSEN und RELMAN 2011; COSTA et al. 2015b). COSTA et al. (2015b) konnten ebenso
den Haupteffekt antibakterieller Therapie auf die Darmflora beim Pferd noch wahrend der
Antibiotikatherapie ausmachen. Allerdings stiegen in unserer Untersuchung die Bakterienzahlen

ftir Eubakterien sowie Bifidobacterium spp. an den nachfolgenden Probentagen 5 und 7 wieder an.
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Die Maximalwerte erreichten sogar 3,0x 10°/ml fiir Eubakterien und 1,0 - 1,5x 108/ml fiir
Bifidobacterium spp. (GRANES et al. 2018), was mit der therapeutischen bedingten Besserung des
Allgemeinbefindens der Pferde mit verbesserter Futteraufnahme zusammenhéngen konnte. Die
Klasse Cytophaga-Flavobacteria stellte sich ganzlich unbeeinflusst dar (GRANES et al. 2018),
obwohl die Vertreter der Klasse nicht im Einzelnen betrachtet werden konnten. In der
Humanmedizin beschrieben die Autoren eine beginnende teilweise Erholung der intestinalen
Darmflora erst nach 30 Tagen (JANCZYK et al. 2007; COCHETIERE et al. 2008; PEREZ-COBAS et
al. 2013), wobei in diesen Studien das intestinale Mikrobiom untersucht wurde.
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass Amoxicillin als Penicillinderivat trotz breiteren
Wirkspektrums gegentiber grampositiven und gramnegativen Bakterien und guter Diffusion an
Schleimhduten (KROKER 2010), die bakterielle Darmflora nicht gravierend beeintridchtigte.
Basierend auf den vorliegenden Studienergebnissen ist davon auszugehen, dass Gentamicin
intestinale Anaerobier bzw. andere bakterielle Mikroben der Darmflora nicht beeinflusst.
Gentamicin hemmt ebenfalls mit bakterizider Wirkung ausschliefSlich aerobe, gramnegative
Bakterien und Staphylokokken, jedoch verliert Gentamicin in sauerstoffarmer Umgebung seine
Wirkung, da die Aufnahme tiber ein Sauerstoff-abhangiges Transportsystem geschieht (KROKER
2010).

Bei keinem Pferd der Gruppe 3 wurden durch die antibiotische Therapie Kotverdnderungen
ausgelost, diese Beobachtungen stimmen mit der beschriebenen niedrigen Prévalenz einer AAD
von 0,6 % unter Therapie mit diesen Antibiotika tiberein (BARR et al. 2013).

Mit grofier Wahrscheinlichkeit erhoht die Art der Applikation der Antibiotika das Risiko einer
AAD-Erkrankung, denn auch bei gutem Vermogen zur enteralen Resorption und ausreichendem
Wirkspiegel an Schleimhduten ist anzunehmen, dass die Darmmikroben gegeniiber oral
verabreichten und somit enteral verfiigbaren Antibiotika deren Wirkung starker ausgesetzt sind,
was bereits COSTA et al. (2015b) in ihrer Untersuchung vermuteten.

Dennoch kénnen auch parenteral applizierte Antibiotika mit guter Gewebegéngigkeit, erhohte
Wirkspiegel an der Darmschleimhaut erzeugen (KROKER 2010). Inwieweit der nephrogene oder
hepatogene Eliminierungsweg der Antibiotika einen Einfluss auf die Darmflora hat, ist bisher
nicht untersucht. Nach Diversitdtsrecherchen zum intestinalen Mikrobiom des Pferdes war das
grampositive Phylum Firmicutes am hdufigsten vertreten (DOUGAL et al. 2013; COSTA et al.
2015b). Folglich konnten Antibiotika mit selektiver Wirkung gegen grampositive Bakterien ein
grofSeres Risiko besitzen, Dysbiosen und Colitis bei Pferden hervorzurufen, wie es etwa fiir die
Erythromycin-induzierte Colitis bei Stuten beschrieben ist (GUSTAFSSON et al. 1997). Daraus
kann man schlussfolgern, dass oral applizierte Antibiotika und vor allem gegen grampositive
Bakterien wirksame Antibiotika wie Makrolide, Tetrazykline, Trimethoprim-Sulfadiazine und
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Fluorchinolone (GUSTAFSSON et al. 1997; HARLOW et al. 2013; BARR et al. 2013; COSTA et al.
2015b), in Hinblick auf die Auslosung einer AAD besonders risikobehaftete Antibiotika sein
konnten. Derzeit wird allerdings das Risiko von reinen Breitspektrum-Antibiotika beziiglich der
Storung der autochthonen Darmflora und der Entstehung von Dysbiosen als hoher angesehen
(MCFARLAND 1998; MCGORUM und PIRIE 2009; COSTA et al. 2015b).

In dieser Studie verursachten Amoxicillin und Gentamicin keine signifikante Reduktion der
Bakterienzahl in den Fédzes. Amoxicillin und Gentamicin kénnen daher beziiglich des Auslosens

einer AAD beim Pferd als sichere Antibiotika angesehen werden.

4.3  Effekt des Prabiotikums (Gruppe 2 und Gruppe 4)

Die Dosierung des Prabiotikums mit 1,5 g/kg KM entsprach den Dosierungen von
Mischfutterzubereitungen und den Empfehlungen des Pharmawerkes Weinbchla. Im Vergleich
zu anderen Studien mit prabiotischen Substanzen stellte sich heraus, dass diese Dosierung eher
als gering einzustufen war, da der Anteil an Topinambur-, Grin- und Reismehl in der
verwendeten Mischung bei 70 % lag. Studien zur Hundefiitterung verwendeten Dosierungen
prébiotischer ~ Substanzen von 2 - 4 g/kg KM (BARRY et al. 2009),
9 g/kg KM (FLICKINGER et al. 2003b) sowie 10 - 15 g/kg KM (HOWARD et al. 2000;
BELASHAPKA et al. 2012). Inulin wurde bei Untersuchungen zur Verdauung bei Schweinen
sogar durchschnittlich in einer Dosierung von 20 - 40 g/kg KM (KLEIN GEBBINK et al. 2001) und
bei Kélbern in einer Dosierung von 3 - 7 g/kg KM eingesetzt (VERDONK und VAN LEEUWEN
2004). Dennoch hitte eine hohere Dosierung aufgrund der Formulierung zu hoheren
Futtervolumina gefiihrt, die nur schlecht aufgenommen worden wdaren. Eine verdnderte
Formulierung mit hoherer Huminsdurenkonzentration wére fiir weitere Untersuchungen
wiinschenswert. In der Anwendung bei Tieren orientierte sich die Dosis von Prébiotika an 10 - 20
% der totalen Nahrungsaufnahme tiber 14 - 21 Tage (MORGAN et al. 2007; RESPONDEK et al.
2008a; LIU et al. 2008; VERBRUGGHE et al. 2009; RESPONDEK et al. 2011; SOHAIL et al. 2012;
GHOSH und MEHLA 2012; HALAS und NOCHTA 2012).

Bei der hier verwendeten Konzentration des Inulins im Topinambur-haltigen Prabiotikum war
keine Gefahr der Auslosung von Fruktan-assoziierter Hufrehe bei den Pferden der Gruppe 2 und
4 zu beftirchten.

Das Prabiotikum wurde tiber 7 Tage einmal téglich gefiittert. Eine langere Applikationsdauer war
fur die Gruppe 2 und 4 nicht moglich, da sie sich an der durchschnittlichen Dauer der
Antibiotikatherapie und des Klinikaufenthalts der Pferde orientierte. In anderen Studien war die
Anwendungszeit von Prébiotika mit 12 - 14 Tagen (BUSING et al. 2011; BUSING et al. 2014) oder

21 - 28 Tagen (MORGAN et al. 2007; RESPONDEK et al. 2008; DOUGAL et al. 2014) deutlich
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langer. Jedoch betrédgt die mittlere intestinale Transitzeit bei Pferden mit Heufiitterung 25 - 36
Stunden (WOLTER et al. 1974, MIRAGLIA et al. 1992), daher werden die prabiotischen
Substanzen den Verdauungstrakt in jedem Fall im Untersuchungszeitraum komplett durchlaufen
haben. 24 Stunden nach der ersten Aufnahme des Prabiotikums zeigte sich die Kotfarbung
auffallig dunkler aufgrund der dunklen Huminstoffe. Die Kotkonsistenz (Diarrhoe) verbesserte
sich binnen 24 Stunden in Richtung der physiologischen Konsistenz. Obwohl der Anteil an
Huminsduren in diesem prébiotischen Produkt nur bei 15 % lag, waren diese Effekte zu
beobachten. Wie GOLBS (1983) es schon beschrieben hatte, besitzen die Huminsduren sehr gute
Puffer- und Absorptionskapazititen, die den Einsatz der Huminsduren als Futterzusatzstoff mit
therapeutischem Zweck bei der Behandlung von Durchfallerkrankungen, wie von KUHNERT et
al. (1989) und STEIN (1994) dargestellt, rechtfertigen.

Ein stimulierender Effekt der prabiotischen Substanzen konnte in der Auswertung mit den
Oligonukleotidsonden, beispielsweise fiir Bifidobacterium spp. nicht beobachtet werden. Fiir die
grampositiven Bifidobacterium spp. ergab sich eine erkennbare Reduktion tiber alle Probentage in
der Gruppe 4 (Abb. 3). Da kein stimulierender Einfluss des Prdbiotikums auf die
Bifidobakterienzahlen der Gruppe 2 wahrnehmbar war (Abb. 3), wird dieser mit hoher
Wahrscheinlichkeit auch in Gruppe 4 ausgeblieben sein. Die niedrigen Bifidobakterienzahlen in
der Gruppe 4 konnten mit den Erkrankungen der Pferde zusammenhidngen oder durch die
antibiotische Therapie bedingt sein.

GLATTER et al. (2016) konnten ebenfalls keinen stimulierenden Effekt bei der Applikation von
Inulin, gemessen am Vorkommen von Fermentationsprodukten in den distalen Anteilen des
Darmtraktes von Pferden, nachweisen. Ebenso dokumentierten ENDO et al. (2009) nur geringe
Konzentrationen von Bifidobakterien in Fizes von Pferden. In der Ermittlung des intestinalen
prozentualen Anteils von Bifidobakterien war die Konzentration in Caecum bis Rektum beim
Schwein ebenfalls signifikant reduziert (MOUNTZOURIS et al. 2006). Auch lagen die
Bifidobakterien anteilig in der intestinalen porzinen Mikroflora lediglich bei 1,0 - 1,1 %, dhnlich
humanmedizinischer Werte mit Gehalten unter 2 % fiir Bifidobacterium, Lactococcus sowie
Enterococcus (SGHIR et al. 2000). In Untersuchungen bei Hunden konnten FLICKINGER et al.
(2003a) mit der Fiitterung von Oligofructose in verschiedenen Dosen von 3, 6 und 9 g/kg KM
zwar eine lineare Erhchung der aeroben, bakteriellen Population erzielen, aber keinen Einfluss
auf Laktobazillen und Bifidobakterien in Fazes nachweisen. Genauso erging es SWANSON et al.
(2002) bei der Verwendung von Fructo-Oligosacchariden (2 g/kg KM/ Tag). Uber die Fiitterung
von Chicorée-Wurzel (10 g/kg KM/Tag) konnten allerdings GRIESHOP et al. (2004) allerdings
eine Erhohung von Bifidobakterien in Hundefdzes messen. Zu erkldren ist das mit dem mehr als
doppelt so hohen Anteil an Inulin in Chicorée-Wurzel im Vergleich zur Jerusalem-Artischocke
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(MOSHFEGH et al. 1999). In unserer Untersuchung zeigte sich ein durchschnittlicher Gehalt an
Bifidobakterien in Fdzes von <1,5x 108/ml heraus, was den gegenwdrtigen Erkenntnissen
entspricht (SGHIR et al. 2000; MOUNTZOURIS et al. 2006; ENDO et al. 2009).

Fiir die Zahl der Eubakterien konnten keine deutlichen Unterschiede zwischen den Gruppen 2
und 4 festgestellt werden. In der Betrachtung der Resultate fiir die Klasse der Cytophaga-
Flavobacteria sind allerdings die Medianwerte der Gruppe 4 alle insgesamt hoher im Vergleich zur
Gruppe 2. Inwiefern dies auf einen stimulierenden Effekt durch die prébiotische Substanz
zurtickzuftihren ist und warum dieser fiir Gruppe 2 ausblieb, kann nicht konkret beantwortet
werden. Eine mogliche Erkldrung wire die gute Futteraufnahme der Pferde der Gruppe 2
(gesunde Pferde), die tiber den erhohten Eintrag an resistenter Stirke zur Behinderung der
Fermentation des Inulins beigetragen haben konnte.

Die Heterogenitit der nicht signifikanten Ergebnisse macht Interpretationen schwierig. Hohere
Fallzahlen widren deshalb wiinschenswert gewesen und sind fiir weiterfithrende Studien

anzustreben.

44  Pferde mit akuter Colitis

Unter den erkrankten Pferden waren auch Pferde mit einer diagnostizierten Colitis, die fiir die
Analyse der Mikrobiota der Féazes besonders interessant waren. Die Verteilung der Pferde mit
Colitis auf die Gruppen 3 und 4 erfolgte zuféllig. Leider mussten vier Pferde die Gruppe 3
aufgrund von Euthanasie oder perakutem Versterben vorzeitig verlassen, sodass daher in dieser
Gruppe aufier der Initialprobe keine weitere Beprobung von Pferden mit Colitis moglich war. Aus
der Gruppe 4 mussten vier Pferde aufgrund von endotoxdmischer Hufrehe infolge der Colitis
ohne Heilungschancen zu spéteren Zeitpunkten euthanasiert werden (GRANES et al. 2018).

In den Ausgangsproben der Pferde mit Colitis aus Gruppe 3 waren die Eubakterien insgesamt
deutlich erniedrigt mit einem Median von 0,75x 108/ml im Vergleich zu den Pferden mit Colitis
der Gruppe 4 mit 6,0x 108/ml (p = 0,3836). Diese auffallende Differenz kann mit dem Schweregrad
der Erkrankungen zusammenhéngen, da die Pferde mit Colitis der Gruppe 3 unmittelbar danach
ausschieden.

Im weiteren Verlauf war der Vergleich der Pferde mit Colitis fiir die zwei Gruppen interessant,
um die Wirkung des Préabiotikums zu untersuchen. Leider konnten keine weiteren Ergebnisse der
Pferde mit Colitis in Gruppe 3 aufgrund der benannten Griinde erhoben werden. Die Zahlen der
Eubakterien blieben fiir die an Colitis erkrankten Pferde der Gruppe 4 tiber die weiteren Tage
konstant (Msrag = 1,0x 109/ml, Ms 1o = 5,0x 108/ml, M7.1a¢ = 7,5x 108/ml). Klinisch sprachen die
verbleibenden Pferde schnell und gut auf die Therapie mit Antibiotika, Antiphlogistika,

Infusionstherapie sowie die Supplementierung des Prabiotikums an. Die Kotkonsistenz besserte
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sich innerhalb von 24 Stunden nach der ersten Aufnahme des Prabiotikums, was wahrscheinlich
auf die gute Wasserabsorption und Pufferkapazitidten der Huminsduren zurtickzufiihren ist. Die
Entstehung einer Hufrehe liefs sich trotz prophylaktischer Mafinahmen bei manchen Pferden nicht
verhindern. Die bakteriologische Untersuchung der Fizes ergab bei zwei an Colitis erkrankten
Pferden der Gruppe 4 ein mittel- bis hochgradiges Wachstum von C. perfringens, jedoch ohne
Toxinnachweis.

Da die Pferde bereits mit verdnderter Kotkonsistenz und Koliksymptomen in der Tierklinik
vorgestellt wurden, waren auslosende Faktoren nicht mehr zu ermitteln. Es war jedoch auffillig,
dass Colitis bei Pferden vor allem in den kiihleren bis kalten Jahreszeiten gehduft auftraten.

Die initialen Kotproben der Pferde mit Colitis enthielten hohere Werte der Vertreter der Klasse
Cytophaga-Flavobacteria (Stamm Bacteroidetes) mit 1,0x 10° / ml in Gruppe 3 und 8,5x 108 / ml in
Gruppe 4. Dieser Sachverhalt stimmt mit den Ergebnissen von COSTA et al. (2015b) tiberein, die
bei Pferden mit Colitis ebenfalls erhohte Zahlen dieser Bakterien feststellen konnten (Abb. 5).

4.5 Individuelle und dufSere Einflussfaktoren

Bei der gesamten Planung der Untersuchung zu berticksichtigen war die individuelle
Beeinflussung der Ergebnisse. BLACKMORE et al. (2013) beschrieben bereits eine starke Variation
der Zusammensetzung des intestinalen Mikrobioms bei gleicher Pferderasse sowie dhnlichen
Haltungs- und Fiitterungsbedingungen, was O’'DONELL et al. (2013) in ihrer Studie bestitigten
und auch in der vorliegenden Studie zu beobachten war.

In Studien mit dem Ziel die kommensale Darmflora bei Pferden mittels
Hochdurchsatzsequenzierung zu charakterisieren, konnten ebenfalls individuelle sowie
darmsegmentabhidngige  Unterschiede  dargestellt werden, die auch von der
Bakterienzusammensetzung und -konzentration in Fazes abwichen (HASTIE et al. 2008; SADET-
BOURGETEAU und JULLIAND 2010; DOUGAL et al. 2011, 2012; SCHOSTER et al. 2013;
FERNANDES et al. 2014; HANSEN et al. 2015; PHILIPPEAU et al. 2015; COSTA et al. 2015a, 2016).
Ahnliche Beobachtungen machten auch SUCHODOLSKI et al. (2005) bei Hunden.

Diesen individuellen Einfluss spiegeln wohlmdoglich auch die Langen der Antennen der Boxplot-
Diagramme, in denen vereinzelt immer wieder AusreifSer vorkamen, wider (Abb. 2, 3, 4).
Weiterhin kann das Alter der Pferde Diversitdtsunterschiede erzeugen (SAKAITANI et al. 1999,
YUYAMA 2004, DOUGAL et al. 2014). So war bei einem der drei integrierten Fohlen, dem mit
einem Alter von drei Wochen jiingsten Tier, festzustellen (Gruppe 3), dass durchweg eine erhchte
Bakterienzahl in Fézes zu messen war, insbesondere fiir die Bifidobacterium spp. mit Werten tiber
1,0x 10°/ml tber alle Probentage. Die beiden etwas dlteren Fohlen, mit drei und funf

Lebensmonaten, prasentierten dhnliche Resultate wie adulte Pferde mit <1,5x 108/ ml. Zu erkldren
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ist dies hochstwahrscheinlich mit der durch die tiberwiegende Milchaufnahme des jiingsten
Fohlens verdanderten Erndhrung (JULLIAND et al. 1996). Daraus ldsst sich jedoch auch eine
Abhéngigkeit von der Futterqualitdt, -zusammensetzung und -herkunft (Regionalitédt) vermuten,
die die intestinale Mikrobiota beeinflussen kann und bereits von VAROUD et al. (2004) und
FERNANDES et al. (2014) beschrieben wurde.

In einem Fiitterungsversuch von DOUGAL et al. (2014) zur Untersuchung der fakalen Mikrobiota
bekam jedes der 17 Versuchspferde drei unterschiedliche Rationen (faserreiche, faser- und
olreiche sowie faser- und stdrkereiche Ration) in einem cross-over-Design nacheinander
angeboten. Dabei traten signifikante Unterschiede in der qualitativen Zusammensetzung der
fakalen Mikrobiota mit Wechsel der Rationen auf (DOUGAL et al. 2014). Kontrdr hierzu hatten
MURRAY et al. (2014) sowohl mit stdrkereichen als auch mit stirkearmen Rationen keine
Anderungen in der Zusammensetzung der Mikrobiota in Fdzes bei Pferden zeigen kénnen.
Aufgrund unterschiedlicher Studiendesigns und Analysemethoden sowie gefiitterter Rationen
sind direkte Vergleiche und Riickschliisse zu anderen Studien jedoch bisher problematisch.
Wiéhrend der Untersuchungsphase dieser Studie wurden alle beteiligten Pferde mit Heu in
bedarfsgerechten Mengen (1,5 kg/100 kg KM am Tag) sowie mit freiem Zugang zu Wasser
versorgt. Die Pferde der Gruppen 1 und 2 zeigten eine konstant gute Futteraufnahme tiber die
gesamte Untersuchungszeit, dennoch waren auch innerhalb dieser Gruppen Schwankungen zu
verzeichnen (Abb. 2), die wiederum von der individuellen Verwertung der Nahrung beziiglich
Fresszeit, vom Stoffwechsel, von der Bewegung und von anderen Faktoren abhingig sein
konnten.

Die Futteraufnahme der Pferde aus den Gruppen 3 und 4 war inkonstant, da die
Grunderkrankung das Allgemeinbefinden und damit auch die Futteraufnahme beeinflusste und
das Spektrum der Krankheiten der Pferde sehr breit war. Demnach bestehen auch fiir diese beiden
Gruppen Faktoren, die mit den individuellen Krankheitszustinden assoziiert sind, die die
Darmflora beeinflusst und Schwankungen verursacht haben kénnten. Wahrscheinlich lassen sich
tiber hohere Fallzahlen pro Gruppe die einflussnehmenden Faktoren besser definieren, was fiir
zukiinftige Studien bedacht werden sollte.

Weiterfithrende Untersuchungen zur intestinalen und fakalen Mikrobiota beim Pferd sind
erstrebenswert, um die Zusammenhidnge in der Entstehung von Darmentziindungen zu

verstehen und auch andere eingesetzte Antibiotika zu tiberpriifen.
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Schliisselworter: Pferd, Colitis, Antibiotika-assoziierte Diarrhoe, Mikrobiota, Prabiotikum

Einleitung: Der Einsatz von Antibiotika kann bei Pferden zu Durchfallerkrankungen fiihren
(Antibiotika-assoziierte Diarrhoe (AAD)). Die Ursachen dafiir sind noch nicht genau bekannt,
wobei die intestinale bakterielle Mikrobiota durch die antibakterielle Therapie massiv verdndert
sein miisste.

Ziel der Untersuchung: Gegenstand der klinischen Studie war daher Ursachen der AAD zu
ergriinden und Therapiemoglichkeiten von Darmwandentziindungen und Diarrhoe mit einem
Préabiotikum zu tiberpriifen. Mit Hilfe ausgewéhlter Oligonukleotidsonden spezifisch fiir enterale
Bakterien, sollen die fdkale Mikrobiota darmgesunder und systemisch entziindlich erkrankter
Pferde vor und nach Antibiotikatherapie und nach Applikation eines Prabiotikums quantitativ
analysiert werden.

Material und Methoden: Die klinische Untersuchung umfasste vier Gruppen mit insgesamt 62
Pferden. Die Gruppen 1 und 2 bestanden aus 17 bzw. 11 gesunden Pferden. Die Gruppen 3 und 4
beinhalteten 24 bzw. 10 Pferdepatienten der Medizinischen Tierklinik Leipzig, die alle eine
entziindliche Erkrankung hatten und einer antibiotischen Therapie bedurften (Amoxicillin 15,0
mg/kg, i.v., 2x/Tag und Gentamicin 6,6 mg/kg, i.v./Tag). Zusétzlich zu der bedarfsgerechten
Heuftitterung (1,5 kg/100 kg KM/ Tag) wurde den Pferden der Gruppen 2 und 4 tiber sieben Tage
das pelletierte Prdbiotikum, bestehend aus Topinambur-, Griin- und Reismehl sowie
Huminsduren WH 67 in der Dosierung 1,5 g/kg KM einmal taglich gefiittert. Fiir die Analyse des
Mikrobioms wurden Fadzesproben (je 1 g pro Probe) rektal entnommen. Die Beprobung erfolgte
initial vor Beginn (Tag 0) der antibiotischen Behandlung und prébiotischen Supplementierung
sowie an den darauffolgenden Tagen 3, 5 und 7. Die Sedimentanalysen (n = 471) von Fazes
wurden mikroskopisch ausgewertet. Mit Hilfe der Fluoreszenz in situ Hybridisierung wurden die
aufbereiteten = Fdzesproben  unter = Verwendung von  drei = rRNA-spezifischen

Oligonukleotidsonden wie der phylumdtibergreifenden Sonde EUB 338 fiir Eubakterien, der Sonde
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CF 319a fuir die Klasse der Cytophaga-Flavobacteria des Stammes Bacteroidetes sowie der Sonde Bif
164 fuir die Spezies Bifidobacterium analysiert. Die mikroskopische Auswertung erfolgte, in dem
die mit Fluoreszenzfarbstoff-markierten Bakterien tiber ein Epifluoreszenzmikroskop in der
Probe ermittelt wurden. Die statistische Auswertung ergab mit dem Shapiro-Wilk-Test keine
Normalverteilung der Datensitze, daher wurden Mediane und interquartile Bereiche fiir die
Bakterienzahlen berechnet und mit dem Mann-Whitney-U-Test fiir den Vergleich zwischen den
Gruppen und den Wilcoxon-Test fiir Unterschiede innerhalb der Gruppen berechnet und p< 0,05
fur beide Tests als statistisch signifikant angesehen.

Ergebnisse: Bei gesunden Pferden (Gruppe 1) konnte im Vergleich zu den antibiotisch
therapierten Pferden (Gruppe 3) keine signifikante Verminderung der Eubakterien festgestellt
werden; lediglich am Tag 3 war eine nicht signifikante Reduktion (p = 0,182) der Eubakterienzahl
sowie der grampositiven Bifidobacterium spp. (p = 0,1202) feststellbar, die sich am Tag 5 wieder
dem Ausgangswert ndherten. Die Fiitterung des Prabiotikums beeinflusste die Eubakterienzahl
nur unwesentlich (Gruppe 2). Bei den Pferden der Gruppe 1 konnte ein nahezu konstanter Zahl
von 108 - 10° Bakterien/ml fiir Eubakterien ermittelt werden. Ein stimulierender Effekt der
prébiotischen Substanz konnte ebenfalls bei Bifidobacterium spp. nicht festgestellt werden (<1,5x
108 Bakterien/ml in Fazes adulter Pferde). Die Klasse der Cytophaga-Flavobacteria erwies sich als
sehr konstant in allen Gruppen. Allerdings lagen die Bakterienzahlen fiir die Vertreter dieser
Klasse bei den erkrankten Pferden tendenziell hoher als bei den gesunden Pferden. Speziell bei
an akuter Colitis erkrankten Pferden, konnten vermehrt, jedoch nicht signifikant (p = 0,4738),
Bakterien der Cytophaga-Flavobacteria-Klasse erfasst werden.

Schlussfolgerungen: Bei keinem Pferd der Gruppen 3 und 4 konnte eine durchfalldhnliche
Kotverdnderung durch die applizierten Antibiotika beobachtet werden. Amoxicillin und
Gentamicin konnen daher beztiglich des Auslosens einer AAD beim Pferd als sichere Antibiotika
angesehen werden. Die Applikation des Prabiotikums zeigte einen geringen, messbaren Einfluss
auf die sondierte, fadkale Mikrobiota. Allerdings konnte das applizierte Prabiotikum bei Pferden
mit verdnderter Kotkonsistenz innerhalb von 24 Stunden eine physiologische Konsistenz
herbeifiihren, was auf die gute Wasserabsorptions- und Pufferkapazitdt der Huminsduren zurtick

zu fithren sein kénnte.
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Introduction: The use of antibiotics can lead to antibiotic-associated diarrhea (AAD). The reasons
for this are yet not exactly known, indeed, it is assumed that the intestinal bacterial microbiota
have to be massively changed by the antibacterial therapy.

Objectives: Therefore, the objective of the present clinical study was to investigate the causes of
AAD and to assess whether prebiotic supplemention can be considered as therapeutic option for
the treatment of intestinal inflammation and diarrhea in horses. Using selected oligonucleotide
probes of specific enteral bacteria, the faecal microbiota were qualitively analysed in healthy
control horses and in horses with inflammatory diseases before and after antibiotic therapy as
well as application of a prebiotic supplement.

Material and Methods: The clinical study included four groups with a total of 62 horses. Groups
1 and 2 consisted of 17 and 11 healthy horses. Groups 3 and 4 included 24 and 10 equine patients
of the Large Animal Clinic for Internal Medicine. The horses of the group 3 and 4 required
antibiotic therapy (amoxicillin 15.0 mg/kg, i.v., 2x/day and gentamicin 6.6 mg/kg, i.v./day). In
addition to the adequate hay feeding (1.5 kg/100 kg KM/ day), horses of group 2 and 4 received
the pelleted prebiotic supplement consisting of Jerusalem artichoke, green and rice flour as well
as humic acids WH 67 in a dosage of 1.5 g/kg BW once daily over a period of seven days. The
faeces (1 g per sample) were collected rectally before the onset of antibiotic treatment and prebiotic
supplementation (day 0) and on subsequent three days (3, 5 and 7). The faecal sediment analyses
(n = 471) were evaluated microscopically. The faecal samples were analysed by fluorescence in
situ hybridization using three rRNA-specific oligonucleotide probes: universal EUB 338 probe for
Eubacteria, CF 319a probe for Cytophaga-Flavobacteria class, Phylum Bacteroidetes, and the probe
Bif 164 for detection of Bifidobacterium spp.. The structural evaluation was carried out
microscopically by using an epifluorescence microscope to determine fluorescence-marked

bacteria in the sample. Statistical evaluation using Shapiro-Wilk test did not show any normal
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distribution of data sets, therefore, medians and interquartile ranges were calculated for bacterial
concentrations. Groups were compared by Mann-Whitney-U-test and Wilcoxon’s test was used
to analyse differences within the groups. p< 0.05 was considered to be statistically significant for
both test.

Results: When comparing healthy horses (group 1) to the antibiotic treated horses (group 3), no
statistically significant reduction of Eubacteria was detected; only a non-significant reduction (p
= 0.182) of Eubacteria on day 3 was observed as well as for the gram-positive Bifidobacterium spp.
(p = 0.1202), which returned to baseline level until day 5. The prebiotic supplementation
influenced the Eubacteria only insignificantly (group 2). In healthy horses (group 1), almost a
constant total content of 108 - 10° bacteria/ml could be determined for Eubacteria. A stimulating
effect of the prebiotic substance also was missing for Bifidobacterium spp. and no more than 1.5x
108 bacteria / ml could be detected for bifidobacteria in faeces of adult horses. The class of
Cytophaga-Flavobacteria was very consistent in all groups. However, the number of bacteria
belonging to this class tended to be slightly higher in diseased horses than in healthy horses.
Especially, in horses affected by acute colitis, an increased, but not significantly higher (p =
0.4738), number of Cytophaga-Flavobacteria bacteria was counted.

Conclusions: None of the horses included in groups 3 and 4 showed any diarrhoeic faecal changes
due to the applied antibiotics. Antibiotic therapy with amoxicillin and gentamicin can thus be
regarded as safe concerning the induction of AAD.

The application of the prebiotic showed only insignificant influence on bacterial numbers in the
microscopic examination, but it was clinically observed that altered faecal texture improved
within 24 hours to physiological texture, which probably was due to the good water absorption

and buffering capacity of humic acids.
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Anhang

8. Anhang

8.1 Abbildungen

Abb. 2

Verteilung der Eubakterien fiir die verschiedenen Gruppen (G) 1 bis 4 an den Probentagen
0, 3, 5, und 7 in Boxplot-Diagrammen. Der 0-Wert beschreibt Anzahlen unterhalb der
Detektionsgrenze (<10¢/ml).
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Anhang

Abb. 3

Verteilung der Bifidobacterium spp. fiir die verschiedenen Gruppen (G) 1 bis 4 an
den  Probentagen 0, 3, 5 und 7 in  Boxplot-Diagrammen.
Der 0-Wert beschreibt Anzahlen unterhalb der Detektionsgrenze (<10¢/ml).
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Anhang

Abb. 4

Verteilung der Cytophaga-Flavobacteria-Klasse fiir die verschiedenen Gruppen
(G) 1 bis 4 an den Probentagen 0, 3, 5, und 7 in Boxplot-Diagrammen.
Der 0-Wert beschreibt Anzahlen unterhalb der Detektionsgrenze (<10¢/ml).
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Anhang

Abb. 5

Vergleich der Quantifizierung der initialen Kotprobe (Tag 0) der Pferde mit Colitis, anders
erkrankten Pferde und der gesunden Pferde (Gruppe 1) fiir die Vertreter der Klasse
Cytophaga-Flavobacteria (CF-Sonde). Darstellung tiber ein Boxplot-Diagramm. Der 0-Wert
beschreibt Anzahlen unterhalb der Detektionsgrenze (<10¢/ml).
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Mikroskopiefoto einer Sedimentprobe in 400-facher Vergroflerung (Nikon DXM1200
Kamera). Probe am Tag 0 eines gesunden Pferdes der Gruppe 1 (Warmblutwallach, 15
Jahre). Die Kotprobe wurde unter Verwendung der Oligonukleotidsonde EUB 338
(Eubakterien) bearbeitet. Die Bakterienzahl war bei 1000-facher Vergrofierung bei 2,0x
10°/ml. Der verwendete Fluoreszenzfarbstoff war Carbocyanite (Cy3).
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Dissertationsschrift kritisch zu hinterfragen und aufmerksam durchzusehen.

Herrn Dr. G. Koller mochte ich danken fiir die Unterstiitzung bei statistischen Fragen. Auch allen
weiteren Mitarbeitern der Medizinischen Tierklinik Leipzig, wie auch allen Tierpflegern und
Labormitarbeitern, sage ich fiir die gute Zusammenarbeit und tatkréftige Unterstiitzung ,, Danke”.
Ebenso mochte ich allen Pferdebesitzern danken fiir die Bereitstellung ihrer Pferde fiir diese
Studienzwecke.

Zuletzt mochte ich einzelne wichtige Personen danken, die auf den letzten Metern der Erstellung
der Dissertation mir den Riicken gestarkt haben, wie Kollegin L. Schellenberg und Prof. Dr. G.
Abraham sowie meiner Familie, vor allem meiner Mutter, kann ich nicht genug Danke sagen fiir

jede Unterstiitzung, Aufmunterung und Riickhalt, besonders in schwierigen Zeiten.



