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Einleitung

1 Einleitung

Laut aktuellen Studien aus den USA, GroRbritannien und Australien sind 23- 32 % der Pferdepopulation
ibergewichtig (ROBIN et al. 2015, THATCHER et al. 2012, POTTER et al. 2016). Da Ubergewicht beim Pferd
mit Erkrankungen wie Insulin Dysregulation und Hufrehe assoziiert ist (ROBIN et al. 2015), stellt es ein
grofles Gesundheitsrisiko fiir die betroffenen Tiere dar. Besonders Ponys, die als , leichtfuttrig” gelten und
einen geringeren Energiebedarf pro kg metabolischer Kérpermasse (KM) haben als Pferde (GFE 2014), sind
ofters von Adipositas und den damit verbundenen Erkrankungen betroffen (LUTHERSSON et al. 2017,
WYLIE et al. 2013, ROBIN et al. 2015).

Die Forschung im letzten Jahrzehnt bei Mausen und Menschen hat gezeigt, dass die intestinale Mikrobiota
und die KM miteinander verkniipft sind. Bei Ubergewichtigen Madusen und Menschen konnte gezeigt
werden, dass ihre Mikrobiota eine geringere Diversitat besitzt (TURNBAUGH et al. 2009, TURNBAUGH et al.
2008). AuBerdem kam das Phylum Firmicutes haufiger und das Phylum Bacteroidetes seltener in der
Mikrobiota lbergewichtiger Individuen vor (LEY et al. 2005, RIVA et al. 2016). In Studien mit keimfrei
aufgezogenen Mdusen konnte eine geringere Gewichtszunahme dieser Tiere, verglichen mit Mausen, deren

Magen- Darm- Trakt (MDT) besiedelt ist, gezeigt werden (BACKHED et al. 2004, RABOT et al. 2010).

Bei der Untersuchung der fakalen Mikrobiota bei Ubergewichtigen Pferden zeigte sich eine hoéhere
Diversitat in der Mikrobiota der lbergewichtigen Pferde (MORRISON et al. 2018, BIDDLE et al. 2018). Bei
der Zusammensetzung der unterschiedlichen Bakterienphyla in der fakalen Mikrobiota kamen die Autoren
zu unterschiedlichen Ergebnissen. Beim Phylum Bacteroidetes beobachtete BIDDLE et al. (2018) einen
Abfall in der Mikrobiota libergewichtiger Pferde, wdahrend MORRISON et al. (2018) einen Anstieg zeigen
konnte und zwei weitere Autoren (COLEMAN et al. 2019, SHEPHERD et al. 2014) keine Veranderungen in
der fakalen Mikrobiota unterschiedlicher Gewichtsklassen nachweisen konnten. Sowohl BIDDLE et al.
(2018) als auch MORRISON et al. (2018) konnten in der fdkalen Mikrobiota Gbergewichtiger Pferde einen
Anstieg des Phylums Firmicutes zeigen. MORRISON et al. (2018) konnten auRerdem einen signifikanten
Anstieg des Phylums Actinobacteria und einen signifikanten Abfall des Phylums Fibrobacteres in der
Mikrobiota tibergewichtiger Pferde nachweisen. Die unterschiedlichen Ergebnisse der aktuellen Studien zur
fakalen Mikrobiota Gbergewichtiger Pferde sind vermutlich auf die unterschiedlichen Fltterungsregime und

Studiendesigns zuriick zu fahren.

Deshalb sollten im Rahmen dieser Studie bei kontrollierter Haltung und hochkalorischer Fiitterung folgende
Hypothesen Uberprift werden: (1) Die equine fakale Mikrobiota verdndert sich im Laufe der
Gewichtszunahme hin zu einer Zusammensetzung wie sie fiir adipdse Individuen beschrieben ist. (2) Ponys

besitzen eine andere Zusammensetzung der fakalen Mikrobiota als Pferde.
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2 Literaturiibersicht
2.1 Die Mikrobiota im Magen- Darm- Trakt (MDT) adulter Pferde

2.1.1 Definition

Der Begriff Mikrobiota beschreibt alle mikroskopisch sichtbaren, lebenden Organismen einer Region
(STUDDERT et al. 2012). Dazu gehoren beispielsweise im Dickdarm des Pferdes neben den Bakterien
auBerdem Protozoen, Viren, Pilze und Archaea (DOUGAL et al. 2012, PARK und KIM 2020). Wahrend eine
bakterielle Besiedelung beim Pferd fiir den gesamten MDT einschlieRlich des Magens beschrieben wurde
(COSTA et al. 2015, ERICSSON et al. 2016), gibt es bis jetzt noch keine Studien zum Vorkommen der

anderen Mikroorganismen der equinen Mikrobiota im Dinndarm oder Magen.

2.1.2 Mikrobielle Systematik und Okologie

Die Bakterien, die den liberwiegenden Bestandteil der equinen Mikrobiota darstellen (WEESE 2017),
werden taxonomisch zunachst in Stamme (Phyla) unterteilt, die wiederum in Klassen mit unterschiedlichen
Ordnungen gegliedert sind. Eine Ordnung enthédlt mehrere Familien, die verschiedene Gattungen (Genera)
umfassen. Einem Genus kdnnen dann verschiedene Bakterienspezies (Arten) zugeordnet werden. Diese
systematische Einteilung ist darum bemiht, die Verwandtschaftsverhaltnisse zwischen Organismen oder

Organismengruppen wieder zu geben (KADEREIT 2008).

Um die Zusammensetzung der Mikrobiota in ihrer Gesamtheit zu vergleichen, ohne sich nur auf die Zu-
oder Abnahme einzelner Phyla, Ordnungen, Klassen, Familien, Genera oder Spezies zu fokussieren, werden
unterschiedliche Begriffe aus der mikrobiellen Okologie angewendet (COSTA und WEESE 2018). Zum einem
das Artenreichtum oder die Artenvielfalt. Dies ist definiert als die Anzahl aller Arten in einem Umfeld
(KONIG 2008). Es kann entweder direkt ermittelt werden als ,beobachtetes Artenreichtum® durch Z&hlung
aller Arten in einer Probe oder einem Probenpool. Davon zu unterscheiden ist das ,geschatzte
Artenreichtum®, dass aus dem ,beobachten Artenreichtum® errechnet wird und das wahre Artenreichtum
wiedergeben soll, dass bei der Untersuchung der gesamten Population ermittelt worden wéare (COSTA und
WEESE 2018). Zur Charakterisierung der equinen Mikrobiota wird entweder das ,beobachtete
Artenreichtum® genutzt, dass aus der Anzahl der operativen taxonomischen Einheiten innerhalb einer
Probe ermittelt wird oder das , geschatzte Artenreichtum®, dass liber den Chao 1 Index errechnet wird
(BIDDLE et al. 2018, ELZINGA et al. 2016, MORRISON et al. 2018). Ein weiterer wichtiger okologischer
Parameter ist die Gleichverteilung, ein Wert, der die relative Haufigkeit der Arten in einer Probe wiedergibt
(COSTA und WEESE 2018). Aus dem Artenreichtum und der Gleichverteilung kann mit Hilfe
unterschiedlicher Rechenmodelle die Diversitdt ermittelt werden. Diese ist umso gréRer je heterogener die
Zusammensetzung der Gemeinschaft ist (KONIG 2008). Bei der Diversitit wird zwischen der a- Diversitit,

die eine einzelne Proben oder ein Habitat betrachtet, und der B- Diversitdt, die groRere Gruppen
2
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miteinander vergleicht, unterschieden (COSTA und WEESE 2018). Eine verminderte Diversitdt der equinen
Mikrobiota wurde bei starkereicher Fltterung (WARZECHA et al. 2017, HANSEN et al. 2015), Kolik
(STEWART et al. 2018), Equinem Metabolischen Syndrom (ELZINGA et al. 2016) und Durchfall (RODRIGUEZ
et al. 2015) beschrieben.

2.1.3 Zusammensetzung und Funktion

Mittels Sequenzierung konnte eine bakterielle Besiedlung im kompletten MDT des Pferdes gezeigt werden,
wobei die Diversitdat der Mikrobiota vom Magen in Richtung Dickdarm zu nimmt (COSTA et al. 2015). Es
wurde des Weiteren gezeigt, dass es grofle Unterschiede hinsichtlich des Vorkommens unterschiedlicher
Bakterienstamme in den verschiedenen Abschnitten des MDT gibt (siehe Tabelle (Tab.) 1). Im Magen und
Duodenum dominiert der Stamm Firmicutes. Im Bereich von Jejunum und lleum ist ebenfalls der Stamm
Firmicutes vorherrschend, wobei dort auch der Stamm Proteobacteria ebenfalls sehr prominent ist. Ab dem
Caecum, hinter der llocaecalklappe, ist der Stamm Proteobacteria deutlich seltener vertreten, wahrend
dort je nach Studie der Stamm Bacteroidetes (DOUGAL et al. 2013, ERICSSON et al. 2016, GLATTER et al.
2019) bzw. der Stamm Verrucomicrobia (COSTA et al. 2015) vermehrt auftritt und nach Firmicutes zu den
am zweit haufigsten im Dickdarm auftretenden Bakterienstammen zahlt. Auch wenn die bakterielle
Mikrobiota im Bereich des Dickdarms auf Ebene der Bakterienstimme relativ uniform ist, ergeben
genauere Untersuchungen der verschiedenen Dickdarmabschnitte, dass deutliche Unterschiede zwischen
der bakteriellen Mikrobiota auf Ebene der Bakterienfamilien und Gattungen proximal und distal der Flexura
pelvina bestehen (DOUGAL et al. 2013, JULLIAND und GRIMM 2016). Deshalb koénnen durch die
Untersuchung von Kotproben lediglich zuverldssige Aussagen (ber die Mikrobiota der distalen
Dickdarmabschnitte wie dem Colon dorsale und dem Colon descendens getroffen werden. Trotzdem
konnten GRIMM et al. (2017) eine signifikante Korrelation zwischen der Mikrobiota von Caecum und Colon

zeigen, sodass Kotproben als noninvasive Biomarker genutzt werden kénnen.

Tab. 1: Prozentuale Zusammensetzung der intestinalen equinen Mikrobiota in unterschiedlichen
Abschnitten des MDT (Uc= unbekanntes Genus das nur bis auf Ebenen der Familie oder Klasse zugeordnet

werden konnte)

Magen (pars glandularis)
COSTA et al ERICSSON et al. GLATTER et al
(2015) (2016) (2019)
Phylum Firmicutes 95% 61,5% 92%
Proteobacteria 2% 7,8% 3%
Bacteroidetes 14,1% 2%
Genus Lactobacillus 48% Keine Zahlen 75%
Sarcina 35% angegeben
Streptococcus 4% 4%
Uc Ruminococcaceae
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Uc Lachnospiraceae 2%
Xylanibacter 2,5%
Diinndarm
COSTA et al ERICSSON et al. GLATTER et al
(2015) (2016) (2019)

Phylum Firmicutes 87% 13,5% 62%
Proteobacteria 8% 14,1% 37%
Verrucomicrobia 3%

Bacteroidetes 9,6% 2%

Genus Lactobacillus 49% Keine Zahlen 50%

Streptococcus 21% angegeben 5%

5 genus incertea sedis 2%

Sarcina 2%

Uc Clostidiales 2%

Uc Lachnospiraceae 15%

Caecum
COSTA etal. | ERICSSON GLATTER et |DOUGAL et
(2015) et al. al (2019) al. (2013)
(2016)

Phylum Firmicutes 48% 43,3% 75% 41%
Proteobacteria 7% 12,4% 3% 2%
Verrucomicrobia 8%

Spirochaetes 5% 2,5% 2% 4%
Fibrobacteres 5% 2% 3%
Bacteroidetes 5% 27,9% 18% 18%
Synergistetes 2,6%

Tenericutes 2%

Genus Uc Clostridiales 12% Keine Keine
Uc Lachnospiraceae 10% Zahlen 35% Zahlen
5 genus incertea sedis 7% angegeben angegeben
Uc Ruminococcaceae 7% 5%

Sporobacter 6%
Fibrobacter 4%
Triponema 4%
Lactobacillus 15%
Prevotella 2%
Ruminococcus 6%
Uc Erysipelotrichaceae 4%
Uc S24-7

. 9%
Xylanibacter 5%
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Colon ventrale

ERICSSON et al. (2016)

GLATTER et al (2019)

Phylum Firmicutes 41,7% 78%
Bacteroidetes 41% 18%
Spirochaetes 6,7% 4%
Verrucomicrobia 2,7%
Lentispherae 2%
Fibrobacteres 2%

Genus Uc Lachnospiraceae Keine Zahlen 35%
Lactobacillus angegeben 10%
Uc Ruminococcaceae 10%
Uc S24-7 8%
Xylanibacter 3%
RC gut group 2%
Treponema 3%
Ruminococcus 3%

Colon dorsale
ERICSSON et al. (2016) | GLATTER et al (2019)

Phylum Firmicutes 37,6% 72%
Bacteroidetes 40,7% 22%
Proteobacteria 2%
Spirochaetes 4,5% 4%
Verrucomicrobia 8,9%

Genus Uc Lachnospiraceae Keine Zahlen 42%
Lactobacillus angegeben 12%
Uc Ruminococcaceae 5%
Uc S24-7 7%
Xylanibacter 3%
RC gut group 2%
Treponema 2%
Ruminococcus 2%

Kleines Colon
COSTA et al. (2015) DOUGAL et al. (2013)

Phylum Firmicutes 43% 44%
Bacteroidetes 3% 42%
Proteobacteria 2% 2%
Spirochaetes 8% 2%
Fibrobacteres 8% 6%
Verrucomicrobia 13%

Genus 5 genus incertea sedis | 22% Keine Zahlen
Uc Clostidiales 11% angegeben
Treponema 7%
Uc Lachnospiraceae 7%
Uc Ruminococcaceae 6%
Fibrobacter 6%
Sporobacter 2%
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Innerhalb des Bakterienstamms Firmicutes, der den dominierenden Stamm im MDT des Pferdes darstellt,
ist die haufigste Bakterienklasse im Bereich von Magen und Duodenum Bacilli, wiahrend im Dickdarm die

Klasse Clostridia deutlich dominiert (COSTA et al. 2015).

Die oben genannten Befunde beziehen sich dabei auf Pferde, die entweder aufgrund von Erkrankungen, die
nicht mit dem MDT in Zusammenhang standen, eingeschladfert (ERICSSON et al. 2016, COSTA et al. 2015,
DOUGAL et al. 2012) oder gesund zur Fleischgewinnung geschlachtet wurden (DOUGAL et al. 2013,
GLATTER et al. 2019). Sofern Angaben zur Fitterung gemacht wurden, bestanden die Rationen der Pferde
entweder aus Gras und Heu (DOUGAL et al. 2013), Heu und Hafer (GLATTER et al. 2019) oder aus Heu und
teilweise kleinen Mengen Kraftfutter (DOUGAL et al. 2012, COSTA et al. 2015).

Im Gegensatz zu den kopereigenen Enzymen im Dinndarm, sind die Enzyme der cellulolytischen und
fibrolytischen Bakterien im Dickdarm des Pferdes in der Lage die komplexen B-glykosidischen Bindungen
der Strukturkohlenhydrate in den Pflanzenzellwdnden zu spalten (BREVES 2015). Die entstandenen
Spaltprodukte werden dann Uber eine anaerobe, mikrobielle Kohlenhydratfermentation weiter abgebaut
(BREVES 2015). Dabei entstehen als wichtigste Endprodukte der Fermentation die kurzkettigen Fettsduren
(SCFA) Azetat, Butyrat und Propionat. Des Weiteren werden Gase wie Methan, CO, und H, sowie geringe
Mengen an Laktat und den SCFAs Isobutyrat, Valerat und Isovalerat gebildet (FRAPE 2010). Die im Dickdarm
entstandenen SCFAs werden uber die Caecum- und Colonmukosa in die Blutbahn resorbiert und leisten
einen wichtigen Beitrag zur Energieversorgung der Pferde (ARGENZIO et al. 1974, STEVENS 1978).
Propionat wird dabei vorwiegend von der Leber zur Gluconeogenese genutzt (SIMMONS und FORD 1985),
wahrend Azetat und Butyrat zur Fettsynthese genutzt werden (DEN BESTEN et al. 2013). Butyrat leistet
auBerdem einen wichtigen Beitrag zur Erndhrung der Epithelzellen des Darmes und ist an der Regulation

von Entziindungs- und Differenzierungsprozessen im Dickdarm beteiligt (SHIRAZI-BEECHEY 2008).

Anaerobe Pilze, Protozoen und Archaea, die nur einen sehr geringen Anteil an der intestinalen Mikrobiota
des Pferdes haben (WEESE 2017), wurden in allen Abschnitten des Dickdarmes nachgewiesen (DOUGAL et
al. 2012). Je nach Autor konnten 1 % (SHEPHERD et al. 2012) bis 1,4 % (PARK und KIM 2020) der im Kot
ermittelten Sequenzen als Archaea identifiziert werden. Bei Untersuchungen der unterschiedlichen
Dickdarmabschnitte wurden Protozoen und Archaea vorwiegend im Colon dorsale dextrum nachgewiesen
(DOUGAL et al. 2012). MURA et al. (2019) zeigten bei der Untersuchung der anaeroben Pilze in den
unterschiedlichen Dickdarm Abschnitten eines Pferdes, dass im Colon ventrale dextrum und im Colon
dorsale dextrum mehr anaerobe Pilze auftraten als in den anderen Abschnitten des Dickdarms (MURA et al.
2019). DOUGAL et al. (2012) fanden hingegen bei der Untersuchung der intestinalen Mikrobiota von acht
Pferden eine gleichmaRige Besiedelung aller Dickdarmabschnitte mit anaeroben Pilzen. Die anaeroben Pilze
des MDT werden alle dem Stamm Neocallimastigomycota zugeordnet (LIGGENSTOFFER et al. 2010). Bei der

Untersuchung der anaeroben Pilze in den unterschiedlichen Abschnitten des Dickdarmes zeigte sich, dass
6
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61,7 % der gefundenen Sequenzen zu Genera gehoren, die bis jetzt nicht kultiviert wurden (MURA et al.
2019). Unter diesen Genera war das Genus AL1 vorherrschend (MURA et al. 2019). Dies war ebenfalls eines
der am haufigsten auftretenden Genera bei der Untersuchung der anaeroben Pilze in den Kotproben von
drei Pferden (LIGGENSTOFFER et al. 2010). Dort trat jedoch neben AL1 auch das ebenfalls unkultivierte
Genus AL3 haufig auf (LIGGENSTOFFER et al. 2010). Von den im Pferdekot vorkommenden Sequenzen
wurden 0,5 % als Viren identifiziert (PARK und KIM 2020). Diese gehoéren zu 93,5 % zur Ordnung
Caudovirales, die Doppelstrang DNA Viren umfasst (PARK und KIM 2020). AuBRerdem wurden in der fakalen
Mikrobiota des Pferdes 0,2 % Herpesvirales und 0,1 % Nidovirales nachgewiesen (PARK und KIM 2020).

Weitere wichtige Funktionen der intestinalen Mikrobiota sind die kompetitive Verdrangung pathogener

Organismen und die Modulation des lokalen Immunsystems (COSTA und WEESE 2018).
2.2 Veranderungen in der Mikrobiota des Dickdarms durch Futtermittel

2.2.1 Fiitterung von Heu

Studien, die mittels Sequenzierung die bakterielle Mikrobiota im Kot von ausschlieRlich mit Heu gefiitterten
Pferden untersuchten, ergaben, dass bei diesen der Stamm Firmicutes dominiert (Abbildung (Abb.) 1)

(SCHOSTER et al. 2016, SHEPHERD et al. 2012, DOUGAL et al. 2014).
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Abb. 1: Zusammensetzung der fakalen equinen Mikrobiota bei Heuflitterung (nach Daten von SCHOSTER et
al. 2016, SHEPHERD et al. 2012 und DOUGAL et al. 2014)
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Dieser grampositive Bakterienstamm wird bei Heuflitterung vorwiegend durch die Klasse Clostridia
reprasentiert (SCHOSTER et al. 2016). Obwohl zu dieser Klasse auch einige Spezies gehdren, die
Erkrankungen auslésen koénnen, hat sich in den letzten Jahren gezeigt, dass die Clostridien in der
Mikrobiota des equinen MDT vermutlich eine wichtige Rolle spielen. So werden beispielsweise die
Bakterienfamilien Lachnospiraceae und Ruminococcaceae allgemein mit Darmgesundheit assoziiert
(SCHOSTER et al. 2017, COSTA et al. 2012). Als zweithaufigster auftretender Bakterienstamm bei
Heuflitterung wurde in einigen Studien Verrucomicrobia (SCHOSTER et al. 2016, SHEPHERD et al. 2012)

identifiziert, in einer anderen Untersuchung (DOUGAL et al. 2014) der Stamm Bacteroidetes.

2.2.2 Fiitterung von Silage und Heulage

Silage weist im Vergleich zu Heu aufgrund der Herstellung durch Milchsduregdrung einen deutlich
niedrigeren pH-Wert und geringere Zuckergehalte sowie hohere Laktat- und SCFA-Gehalte auf (MUHONEN
et al. 2009, MULLER et al. 2008). Die aus stark getrocknetem Material hergestellten Heulagen bieten
schlechtere Bedingungen fir die Milchsdauregarung (HARRIS et al. 2017) und haben verglichen mit Silagen
hohere pH-Werte und héhere Zuckergehalte sowie geringere Laktat- und SCFA-Gehalte (MUHONEN et al.
2009, MULLER et al. 2008). Mehrere Untersucher berpriiften mittels Kultivierungsmethoden an
fistulierten Pferden die Auswirkungen konservierter Futtermittel, die von der gleichen Anbauflache
gewonnen wurden, auf die Mikrobiota und das Milieu im Colon und Kot. Dabei konnten keine
nennenswerten Verdnderungen in den ersten 28 Stunden nach der Futterumstellung von Heu
(Trockensubstanz (TS)-Gehalt 81%) auf Silage (TS-Gehalt 36%) oder Heulage (TS-Gehalt 55%) (MUHONEN et
al. 2009) gezeigt werden. Bei der Fiitterung Uber einen Zeitraum von 21 Tagen, konnten bei Heulage
Fiitterung weniger Streptokokken kultiviert werden, als bei der Fiitterung von Heu oder Silage (MULLER et
al. 2008). Da aber die Fiitterung die Gesamtzahl der laktatproduzierenden Bakterien, zu denen die
Streptokokken gehoren, und die Laktatkonzentration im Colonchymus nicht signifikant beeinflusste, hat

dieses Ergebnis vermutlich keine Relevanz.

2.2.3  Stdrkereiche Fitterung

Pferde weisen, verglichen mit anderen Tierarten, im Speichel keine und im Diinndarm eine deutlich
geringere Aktivitdt des Enzyms Amylase auf, welches fiir den Abbau von Starke notwendig ist (COENEN
2020). Dies ist wahrscheinlich der evolutiondren Anpassung des Pferdes an eine starkearme Ration, die
vorwiegend aus pflanzlichen Zellwandbestandteilen besteht, geschuldet (FRAPE 2010). Deshalb fiihrt eine
Fiitterung von mehr als 2 g Stirke pro kg KM und Mahlzeit zu einem Uberschreiten der pricaecalen
Verdauungskapazitat, sodass Starke in den Dickdarm gelangt (JULLIAND et al. 2006). Verschiedene Autoren
haben die Auswirkungen der Anflutung von Starke in den Dickdarm auf die bakterielle Mikrobiota und das
Milieu des Dickdarms untersucht. Dabei waren zunachst vorwiegend mit Hilfe von Kultivierungsmethoden

die unterschiedlichen funktionellen Bakteriengruppen im Chymus des Caecums und Colons fistulierter
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Pferde im Fokus. Die in den unten zitierten Studien eingesetzten Starkemengen sind, sofern sie von den

Autoren angegeben wurden, in Tab. 2 aufgefihrt.

Durch die Anflutung von Stdrke im Dickdarm wurde ein Anstieg der Starke verwertenden Bakterien, zu
denen auch Laktobacillus und Streptococcus gehoren, beobachtet (DESTREZ et al. 2015, FOMBELLE et al.
2001, GRIMM et al. 2017, JULLIAND et al. 2001, DESTREZ et al. 2019). Diese Bakterien fermentieren Starke
und produzieren neben Gasen und SCFAs wie Propionat, hauptsadchlich Laktat (JULLIAND et al. 2001,
JULLIAND und GRIMM 2017). Als Konsequenz starkereicher Mahlzeiten kommt es zu einer Erhéhung der
Laktat-Konzentration im Dickdarm-Chymus (KRISTOFFERSEN et al. 2016, JULLIAND et al. 2001, FOMBELLE et
al. 2001, DALY et al. 2012, GRIMM et al. 2017). AuRerdem steigt die Gesamtzahl der anaeroben Bakterien
an (JULLIAND et al. 2001, FOMBELLE et al. 2001, GRIMM et al. 2017, DESTREZ et al. 2015, DESTREZ et al.
2019). Dadurch, dass insgesamt mehr anaerobe Bakterien vorhanden sind, werden auch mehr SCFAs
gebildet (HANSEN et al. 2015, GRIMM et al. 2017, FOMBELLE et al. 2001, JULLIAND et al. 2001,
KRISTOFFERSEN et al. 2016, WARZECHA et al. 2017). Sowohl Laktat als auch die vermehrt gebildeten SCFAs
filhren zu einer Azidierung des Dickdarmmilieus, sodass es nach dem Uberschreiten der vorhandenen
Pufferkapazitdt zu einem Absinken des pH-Wertes im Dickdarm-Chymus kommt (KRISTOFFERSEN et al.
2016, HANSEN et al. 2015, JULLIAND et al. 2001). Durch das Absinken des pH-Wertes geht die Anzahl der
fur die Faserverdauung zustdndigen cellulolytischen Bakterien, die saureintolerant sind, zurick (JULLIAND
et al. 2001, GRIMM et al. 2017, DESTREZ et al. 2015, KRISTOFFERSEN et al. 2016, JULLIAND und GRIMM
2017). Sauretolerante Bakterien wie Lactobacillus und Streptococcus vermehren sich hingegen verstarkt
(FOMBELLE et al. 2001). Des Weiteren kommt es zu einem Anstieg der laktat-verwertenden Bakterien
(GRIMM et al. 2017, DESTREZ et al. 2015). Da die cellulolytischen Bakterien vorwiegend Azetat produzieren,
wahrend die laktat-verwertenden Bakterien vermehrt Propionat bilden (JULLIAND und GRIMM 2017), fiihrt
die veranderte Zusammensetzung der funktionellen Bakteriengruppen im Dickdarm auch zu einem

veranderten Muster der von den Bakterien produzierten SCFAs.

Neuere Studien, die den Einfluss einer starkereichen Fitterung mittels Sequenzierung im Chymus von
Caecum und Colon untersucht haben, konnten zeigen, dass bei starkereicher Fiitterung die Diversitat der
bakteriellen Mikrobiota abnimmt (HANSEN et al. 2015, KRISTOFFERSEN et al. 2016, WARZECHA et al. 2017).
Aullerdem wurde auch mittels Sequenzierung ein Anstieg der laktat-produzierenden und starke-
verwertenden Bacillus-Lactobacillus-Streptococcus-Gruppe bei starkereicher Fitterung festgestellt,

wahrend das cellulolytische Genus Fibrobacter seltener vorkam (DALY et al. 2012).

Auch in der fakalen Mikrobiota konnte bei starkereicher Fiitterung sowohl mittels Kultivierung (GRIMM et
al. 2017) als auch mittels Next Generation Sequencing (MORRISON et al. 2020a, BULMER et al. 2019) ein

Anstieg von Streptococcus bei gleichzeitigem Abfall fibrolytischer Genera gezeigt werden.
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Tab.2: Eingesetzte Stirkemenge in den oben zitierten Studien in g/kg KM je Mabhlzeit (stdrkearme Ration

(LS), starke reiche Ration (HS))

Autoren Stiarkemenge (g/kg KM je Mahlzeit)
MORRISON et al. (2020a) 2g

BULMER et al. (2019) LS 0,46 g oder HS 0,96 g morgens und abends
WARZECHA et al. (2017) LS 0,45 g oder HS 0,9 g morgens und abends
GRIMM et al. (2017) 2,51 g morgens und 1,26 g abends
KRISTOFFERSON et al. (2016) 3g

HANSEN et al. (2015) 1,68 g morgens, 1g mittags und 0,9 g abends
DESTREZ et al. (2015) 2,51 g morgens und 1,26 g abends

MURRAY et al. (2014) LS1,2goderHS2,2 g

FOMBELLE et al. (2003) 2,86 g

Unterschiedliche Autoren haben den Einfluss der Verarbeitungsform, in der das starkereiche, Futter
angeboten wird, sowie der Starkequelle auf die Mikrobiota untersucht. Dabei konnten, trotz hoherer
pracaecaler Verdaulichkeit von pelletierter (Starke: 49 % der TS) und hydrothemisch aufgeschlossener
(Starke: 62,1 % der TS) Gerste, mittels Kultivierung in der fakalen Mikrobiota keine Unterschiede zur
Fltterung mit gemahlener (Starke: 60,9 % der TS) oder unbearbeiteter (Starke: 57,9 % der TS) Gerste
festgestellt werden (PHILIPPEAU et al. 2015). Auch eine Studie, die mittels Kultivierung die Unterschiede
eines pelletierten Kraftfutters auf Haferbasis (Starke: 38 % der TS) und eines auf Mais und Weizen Basis
(Starke: 36 % der TS) verglich, konnte keine Unterschiede in der fdkalen Mikrobiota der beiden
FUtterungsgruppen nachweisen (PYLES et al. 2019). Beim Vergleich der fakalen Mikrobiota zwischen
Pferden, die geschroteten Mais oder flockierten Hafer als Starkequelle erhielten, konnten deutliche
Unterschiede festgestellt werden. Dabei wurden die Starkequellen entweder mit einem Starkegehalt von 1
g/kg KM als starkearme oder mit 2 g/kg KM als stdrkereiche Ration gefiittert. Bei der Fiitterung von Mais
wurde bei beiden Rationen nach 6 und nach 13 tagiger Fitterung ein signifikanter Abfall der
cellulolytischen Bakterien nachgewiesen, wdhrend bei der Fitterung von Hafer lediglich bei der
starkereichen Ration zwischen den letzten beiden Probennahme Zeitpunkten nach sechs und nach
dreizehntéagiger Fitterung ein signifikanter Abfall auftrat (HARLOW et al. 2016). Dies ist wahrscheinlich
darauf zuriick zu fiihren, dass Maisstarke im Diinndarm schlechter enzymatisch abgebaut werden kann als
Haferstadrke und deshalb bei Maisflitterung mehr unverdaute Starke im Dickdarm anflutet (ROSENFELD und

AUSTB@ 2009).
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2.3 Verdnderungen in der Mikrobiota des Dickdarms bei Erkrankungen

Sowohl bei intestinalen als auch bei extraintestinalen Erkrankungen wurden Anderungen in der bakteriellen
Mikrobiota des Pferdes beobachtet. Dabei ist jedoch meist unklar, ob diese Veranderungen die Ursache fir
die Erkrankungen darstellen oder sekunddr, durch mit der Erkrankung einher gehenden
Schmerzreaktionen, Anderungen in der Darmmotilitdt und in der Futteraufnahme, auftreten (COSTA und

WEESE 2018).

2.3.1 Kolik

Kolik ist ein unspezifisches Syndrom, dass durch abdominalen Schmerz gekennzeichnet ist (WEESE 2017).
Verschieden Autoren haben versucht hierbei die Rolle der Mikrobiota zu untersuchen. Allerdings ist ein
limitierender Faktor der meisten Studien, dass sie unter Klinikbedingungen durchgefiihrt wurden und die
untersuchten Patienten vor dem Einsetzen der Symptome und der Einlieferung in die Klinik unterschiedlich
gehalten und gefittert wurden (STEWART et al. 2020, STEWART et al. 2018, SALEM et al. 2019, VENABLE et
al. 2013). In einer Studie, bei der die fakale Mikrobiota wahrend und nach einer nicht nadher definierten
Dickdarm Kolik untersucht wurde, konnte wahrend der Kolikepisode vermehrt Bacteroidetes, Clostridium
phytofermans sowie unkultivierte Bakterien aus dem Phyla Bacteroidetes und der Ordnung Clostridiales
nachgewiesen werden (VENABLE et al. 2013). STEWART et al. (2018), die die fakale Mikrobiota von Pferden,
die aufgrund unterschiedlichster Ursachen Koliksymptome zeigten, mit der einer gesunden Kontrollgruppe
verglichen, konnten eine geringere a-Diversitdt und Artenvielfalt bei den Kolikern nachweisen. In einer
anderen Studie, die die Mikrobiota einer Kontrollgruppe mit Kolikern, die aufgrund einer
Dickdarmverlagerung operiert wurden, untersuchte, konnte hingegen keine Verdanderung in der Diversitat
der fakalen equinen Mikrobiota nachgewiesen werden (SALEM et al. 2019). In den Proben des
Coloninhaltes, die intra OP entnommenen wurden, sofern eine Indikation zur Colotomie vorlag, konnten
SALEM et al. (2019) eine geringere Artenvielfalt nachweisen, nicht jedoch in den fakalen Proben. Die
Autoren konnten verschiedene Genera in der fakalen Mikrobiota identifizieren, die zum groRten Teil derzeit
unklassifiziert sind, und deren Haufigkeit sich signifikant zwischen den beiden untersuchten Gruppen
unterscheidet. Ein Vergleich zwischen der fiakalen Mikrobiota bei der Ankunft der Pferde in der Klink zur
Kolikbehandlung und am 3. Tag vor ihrer Entlassung, zeigte eine Abnahme der Artenvielfalt (STEWART et al.
2020). Des Weiteren waren Artenvielfalt und o-Diversitdt geringer bei Pferden, die < 60 Stunden
Koliksymptome zeigten, als bei Pferden die > 60 Stunden kolikten. Uber eine Hauptkoordinaten und
Varianzanalyse konnte aulRerdem gezeigt werden, dass sich die Struktur der bakteriellen Mikrobiota bei
unterschiedlicher Lange der Kolikepisoden und Lokalisationen der Kolikursache, signifikant unterschied

(STEWART et al. 2020).

WEESE et al. (2015) sammelten Kotproben von 13 Tieren zu, die im Schnitt 17,5 Tage nach Entnahme der

Kotproben Koliksymptome zeigten. Diese Kotproben wurden mit Kotproben von tragenden Stuten, die auf
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derselben Farm gehalten wurden und dasselbe Futter erhielten, verglichen. Dabei kam in den Kotproben,
die vor dem Auftreten einer Kolikepisode genommen wurden, vermehrt das Phylum Proteobacteria vor.
Dies deckt sich auch mit den Daten von STEWARD et al. (2020), die einen Anstieg des Phylums
Proteobacteria von der Aufnahme der Kolikpatienten in die Klinik bis zu ihrer Entlassung zeigen. Ein
Unterschied in der Diversitat und Artenvielfalt der fakalen Mikrobiota wurde hingegen bei WEESE et al.
(2015) nicht beobachtet. Wenn man nur die finf Stuten betrachtete, die spatestens 10 Tage nach der
Probennahme eine Kolik entwickelten, dann zeigte sich nicht nur ein Anstieg des Phylums Proteobacteria,
sondern auch ein Absinken der Phyla Firmicutes, Bacteroidetes und Tenericutes (WEESE et al. 2015).
AulBerdem traten die Genera Ruminococcus, Acetivibrio, unklassifizierte Sphingobacteriales und
unklassifizierte Bacteroidales seltener bei den Stuten auf, die eine Kolik entwickelten, wahrend die Genera
Rhodopseudomonas, Enhydrobacter und unklassifizierte Enterobacteriaceae haufiger vorkamen (WEESE et

al. 2015).

2.3.2 Durchfall

Bei Pferden, die an Durchfall litten, zeigten sich im Vergleich zu gesunden Kontrolltieren teilweise schon auf
Ebene der Bakterienstdmme Unterschiede in der Zusammensetzung der fakalen Mikrobiota (COSTA et al.
2012, MCKINNEY et al. 2020). Die in den verschiedenen Studien gefundenen Veranderungen waren jedoch
nicht einheitlich. Dies konnte damit zusammenhangen, dass auch diese Studien unter Klinikbedingungen
durchgefiihrt wurden und die untersuchten Patienten vor dem Einsetzen der Symptome und der
Einlieferung in die Klinik unterschiedlich gehalten und gefiittert wurden. COSTA et al. (2012) zeigte, dass
Pferde mit Durchfall mehr Bakterien des Phylums Fusobacteria im Kot hatten und weniger Bakterien der
Stamme Actinobacteria und Spirochaetes verglichen mit gesunden Kontrollpferden. Bei MCKINNEY et al.
(2020) konnten hingegen bei Pferden mit Durchfall ein geringeres Vorkommen des Stammes
Verrucomicrobia nachgewiesen und keine Veranderung in den Phyla Fusobacteria, Actinobacteria und
Spirochaetes. AuBerdem wurde bei Pferden, die eine Durchfallepisode liberlebten, ein Anstieg des Phylums
Verrucomicrobia beobachtet, wahrend der Durchfallscore sank (MCKINNEY et al. 2020). ARROYO et al.
(2020) konnten hingegen keine Unterschiede auf Phylum- Ebene detektieren. Auf Ebene der Genera
konnten COSTA et al. (2012) und ARROYO et al. (2020) einen Anstieg des Genus Fusobacterium bei
Durchfallpatienten nachweisen. In der Studie von COSTA et al. (2012) war die Bakterienklasse Clostridia bei
gesunden Pferden haufiger vertreten. Dies deckt sich auch mit den Ergebnissen anderer Autoren, die in der
fakalen Mikrobiota der gesunden Tiere vermehrt unbekannte Genera isolieren konnten, die den zur Klasse
Clostridia gehorenden Familien Lachnospiraceae (COSTA et al. 2012, ARROYO et al. 2020) und
Ruminococcaceae (RODRIGUEZ et al. 2015) zuzuordnen waren. In Hinblick auf die Zusammensetzung des
Mikrobioms konnte RODRIGUEZ et al. (2015) bei Durchfallpatienten eine geringere Artenvielfalt und
Diversitat nachweisen. Andere Autoren konnten dies jedoch nicht bestatigen (COSTA et al. 2012, ARROYO
et al. 2020, MCKINNEY et al. 2020).
12
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2.3.3 Hufrehe

Veranderungen in der Mikrobiota durch starkereiche Rationen werden vielfach mit der Auslésung von
Hufrehen in Verbindung gebracht (BAILEY et al. 2004). Autoren, die die equine Mikrobiota wahrend der
experimentellen Auslésung einer Hufrehe durch eine Uberlastung des MDT mit Oligofructose (10 g /kg KM)
untersucht haben, konnten unmittelbar vor dem Eintreten der Hufrehesymptomatik einen Anstieg des
Streptokokkus bovis/equinus Komplexes im Caecum-Chymus und im Kot der Pferde feststellen (MILINOVICH
et al. 2008). Durch den Anstieg dieser Laktat-produzierenden Bakterien konnte eine Zunahme der Laktat-
Konzentration und ein Absinken des pH-Wertes auf bis zu vier im Caecum Chymus der Versuchspferde
gemessen werden (MILINOVICH et al. 2006). Dieser niedrige pH-Wert im Dickdarm und die hohe Laktat-
Konzentration fihren zu einer erhohten Permeabilitdt der Darmmukosa (BAILEY et al. 2004). Dadurch
kénnen vermutlich sowohl bakterielle Endotoxine, die durch den Zerfall von Bakterien im Darm entstehen,
sowie bakterielle Exotoxine und Monoamine, die von den Darmbakterien gebildet werden, vermehrt in die
Blutbahn der Pferde gelangen (BAILEY et al. 2004). Die genannten Toxine und Monoamine werden als
Triggerfaktoren bei der Auslésung der Hufrehe diskutiert, wobei die Rolle der einzelnen Faktoren bis jetzt

nicht abschlieRend geklart werden konnte (BAILEY et al. 2004, Patterson-Kane et al. 2018).

Nach Eintreten der Hufrehe Symptomatik sank im weiteren Verlauf die Konzentration von Streptokokkus
wieder ab und es folgte ein Anstieg von Laktobazillus und Enterobacteriaceae (MILINOVICH et al. 2008,
MILINOVICH et al. 2007).

Bei der vergleichenden Untersuchung der caecalen Mikrobiota von gesunden Kontrollpferden und Pferden,
bei denen durch eine Uberlastung des MDTs mit Starke (15 g Maisstdrke /kg KM) oder Oligofructose (10 g
/kg KM) eine Hufrehe induziert wurde, konnte mittels Sequenzierung neben einem Anstieg von
Lactobacillus sp. und Streptococcus sp. auch ein Anstieg von Veillonella sp. und Serratia sp. nachgewiesen
werden (MOREAU et al. 2014). Da in dieser Studie jedoch nicht mit fistulierten Pferden gearbeitet wurde,
erfolgte lediglich eine Probennahme nach Schlachtung der Tiere, sodass eine zeitlich Korrelation zwischen
dem Einsetzten der Hufrehesymptomatik und den Verdanderungen der caecalen Mikrobiota nicht moglich

war.

Eine weitere Studie hat die fakale, bakterielle Mikrobiota von Pferden, die chronisch an Hufrehe leiden, mit
einer gesunden Kontrollgruppe verglichen (STEELMAN et al. 2012). Dabei wurden zwei unbekannte Genera
der Ordnung Clostridiales gefunden, die bei den Hufrehepatienten signifikant haufiger auftraten. AuBerdem
zeigte sich in der Hufrehe Gruppe eine hohere Diversitdt der bakteriellen Mikrobiota als in der

Kontrollgruppe (STEELMAN et al. 2012).

13



Literaturiibersicht

2.3.4  Allergische Erkrankungen

Mehrere Autoren beschéftigten sich mit den Auswirkungen von allergischen Erkrankungen wie Cullicoides
Hypersensitivitat (KAISER-THOM et al. 2020) und Equinem Asthma (KAISER-THOM et al. 2020, LECLERE und
COSTA 2020) auf die fakale und mukosale Mikrobiota. Wahrend bei Cullicoides Hypersensitivitat und
Asthma gegeniliber den gesunden Kontrolltieren keine Veranderungen bei symptomfreien Tieren in der
rektalen mukosalen Mikrobiota auftraten (KAISER-THOM et al. 2020), fanden LECLERE und COSTA (2020)
vor allem bei Pferden mit progredientem Krankheitsverlauf Unterschiede in der fakalen Mikrobiota. Dabei
wurde ebenfalls die Differenzen in der Mikrobiota der Asthmatiker und einer gesunden Kontrollgruppe, die
identisch gefiittert und aufgestallt wurden, ermittelt. Bei Weidehaltung der Pferde, die dazu fiihrte, dass
die Tiere, die an equinem Asthma erkrankt waren, kaum Symptome zeigten, wurden 2 Genera gefunden,
die vermehrt in der fakalen Mikrobiota der erkrankten Pferde auftraten (LECLERE und COSTA 2020). Bei
Haltung im Stall und bei Fiitterung eines staubigen Heus, zeigten die Asthmatiker vermehrt Symptome und
es wurden 9 Genera gefunden, die vermehrt in ihrer fakalen Mikrobiota auftraten (LECLERE und COSTA
2020). Diese Genera waren zum GroRteil unbekannt und konnten dem Stamm Firmicutes zugeordnet

werden (LECLERE und COSTA 2020).
2.4 Die Mikrobiota des MDT und Adipositas

2.4.1 Maus

In einer der ersten Studien, die einen Zusammenhang zwischen der bakteriellen Besiedlung des MDT und
der Gewichtsentwicklung herstellte, wurden keimfrei aufgezogene Mause im Vergleich zu konventionell
aufgezogenen Méausen untersucht (BACKHED et al. 2004). Dabei zeigte sich, dass trotz Aufnahme einer
geringeren Futtermenge, die konventionell aufgezogenen Tiere in der achten bis zehnten Lebenswoche
42% mehr Koperfett besaBen als ihre keimfrei aufgezogenen Artgenossen. Eine vierzehntagige Besiedelung
des MDT der keimfrei aufgezogenen Mause mit einer Mikrobiota, die aus dem Caecum konventionell
aufgezogener Mause gewonnen wurde, fihrte bei geringerer Futteraufnahme zu einem Anstieg des
Korperfettgehaltes um 57 %. Dadurch gab es keinen signifikanten Unterschied mehr in der KM der
konventionell und der keimfrei aufgezogenen Mause (BACKHED et al. 2004). Eine 28-t4gige Besiedelung des
MDT der keimfreien Mause mit der caecalen Mikrobiota konventioneller Mause, flihrte zu keinem weiteren
Anstieg des Korperfettgehaltes. Auch eine zweiwdchige Besiedelung des MDTs der keimfrei aufgezogenen
Mause ausschlielllich mit der Spezies B. thetaiotaomicron fiihrte zu einem Anstieg des Koperfettgehaltes.
Dieser Anstieg fiel jedoch mit 23% deutlich geringer aus als bei der Besiedelung des MDTs mit der
kompletten Mikrobiota, die aus dem Caecum konventioneller Mduse gewonnen wurde (BACKHED et al.

2004).

Wihrend andere Autoren (RABOT et al. 2010, SCHELE et al. 2013) die ebenfalls mit dem Ma&usestamm

C57BL/6) gearbeitet haben, bei Aufnahme eines fettreichen oder konventionellen Mausefutters, bei den
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keimfrei aufgezogenen Mausen eine geringere Gewichtszunahme beschrieben, kamen FLEISSNER et al.
(2010), die mit dem Mausestamm C3H arbeiteten, zu anderen Ergebnissen. FLEISSNER et al. (2010) konnten
lediglich bei Fltterung einer Ration, die die westliche Erndahrungsweise mit hohen Fett- und Zuckergehalten
imitiert, eine verminderte Gewichtszunahme der keimfrei aufgezogenen Mause im Vergleich zu den
konventionell aufgezogenen Mausen zeigen (FLEISSNER et al. 2010). Bei Fltterung einer fettarmen Diat
konnten bei identischer Futteraufnahme keine Unterschiede in der Gewichtszunahme von keimfrei und
konventionell aufgezogenen Mausen nachgewiesen werden. Bei Gabe einer fettreichen Diat zeigten
hingegen die keimfrei aufgezogenen Mause eine hohere Gewichtszunahme als ihre konventionell

aufgezogenen Artgenossen (FLEISSNER et al. 2010).

BACKHED et al. (2007) konnten zeigen, dass die Energiegehalte im Kot der keimfrei und konventionell
aufgezogenen Mause identisch sind. Andere Autoren (RABOT et al. 2010) bezweifelten jedoch, dass eine
Bestimmung des Energiegehaltes im Kot aussagekraftig ist, da der Kot der keimfrei und der konventionell
aufgezogenen Tiere sehr unterschiedlich zusammengesetzt ist. Der Kot der keimfrei aufgezogenen Mause
enthdlt hauptsachlich Mucine und unverdaute Pflanzenbestandteile, die normalerweise durch die
bakterielle Mikrobiota fermentiert werden, wahrend die bakteriellen Bestandteile, die im Kot der
konventionell aufgezogenen Tiere vorkommen, fehlen. Deshalb bestimmten RABOT et al. (2010) die Menge
der ausgeschiedenen Lipide im Kot. Dabei konnten sie feststellen, dass die keimfrei aufgezogenen Tiere 40
% mehr Lipide mit dem Kot ausschieden als konventionell aufgezogenen Mause. Vor allem die Cholesterol
Ausscheidung war signifikant hoher bei den keimfrei aufgezogenen Madusen als bei konventionell

aufgezogenen Mausen (RABOT et al. 2010).

BACKHED et al. (2007) konnten auRerdem zwei mit der Lipidsynthese im Zusammenhange stehende
Faktoren identifizieren, die bei den keimfrei und konventionell aufgezogenen Mausen in unterschiedlichen
Konzentrationen auftraten. Zum einen der Fasting induced adipose factor (Fiaf), der bei den keimfrei
aufgezogenen Tieren vermehrt auftrat, und Gber eine Inhibierung der Lipoprotein Lipase die Speicherung
von Fetten hemmt. FLEISSNER et al. (2010) konnten jedoch unabhéngig von der Gewichtsentwicklung der
Tiere generell hohere Fiaf Konzentrationen bei den keimfrei aufgezogenen Mausen messen, sodass die
Rolle von Fiaf fraglich bleibt. AuRerdem wiesen BACKHED et al. (2007) eine vermehrte Aktivitit der AMP
activated Proteinkinase (AMPK) bei den keimfrei aufgezogenen Individuen nach. Die AMPK Uberwacht den
Energiestatus der Zelle und hemmt anabole, ATP verbrauchende und KM aufbauende
Stoffwechselvorgange, wahrend sie katabole, ATP produzierende und KM abbauende, Vorgdnge fordert

(BACKHED et al. 2007).

Zur weiteren Abklarung des Einflusses der Mikrobiota auf die Gewichtsentwicklung der Mause wurden
auBerdem Untersuchungen zur Expression verschiedener Peptide, die fir die Regulation der

Futteraufnahme verantwortlich sind, im Hirnstamm, Hypothalamus (SCHELE et al. 2013) und Darm (DUCA
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et al. 2012) durchgefiuhrt. Dabei konnte im Darm keimfrei aufgezogener Mause eine verminderte
Expression von sattigungsassozierten Peptiden wie Cholecystokenin, Peptide YY und Glucagon like Peptide -
1 nachgewiesen werden (DUCA et al. 2012). Dies lasst sich dadurch erkldren, dass von der Mikrobiota
produzierte SCFAs als Liganden der Fettsdure Rezeptoren fungieren und durch Aktivierung dieser
Rezeptoren eine Ausschiittung der sattigungsassoziierten Peptide herbeirufen (SAMUEL et al. 2008). Bei der
Untersuchung der Futteraufnahme regulierenden Peptide im Hirnstamm und Hypothalamus kamen die
Autoren hinsichtlich der Fragestellung, ob diese fiir die unterschiedliche Gewichtsentwicklung der
konventionell und keimfrei aufgezogenen Mause verantwortlich sind, zu keinem eindeutigen Ergebnis.
Einige Faktoren, die die Entwicklung von Fettleibigkeit hemmen, wurden vermehrt bei den konventionell
aufgezogenen Mausen nachgewiesen und andere vermehrt bei den keimfrei aufgezogenen Tieren (SCHELE
et al. 2013). Auffallig war jedoch, dass eine externe Zufuhr des Hormones Leptin bei den konventionell
aufgezogenen Mausen zu einer geringeren Gewichtsreduktion und Reduktion von Appetit stimulierenden

Peptiden fiihrte, als bei den keimfrei aufgezogenen Tieren (SCHELE et al. 2013).

Versuche mit Md&usen, die durch eine Mutation im Bereich des Lepinrezeptors zu Hyperphagie und
Fettleibigkeit neigen, und konventionellen Méausen, zeigten Unterschiede in der Zusammensetzung der
Mikrobiota (LEY et al. 2005). Im Gegensatz zu ihren dinnen Artgenossen, die mit demselben Futter
gefuttert wurden, konnten im Caecum der Ubergewichtigen Mause 50 % weniger Bakterien gefunden
werden, die zum Phylum Bacteroidetes gehohrten, wahrend signifikant mehr Bakterien auftraten, die dem
Phylum Firmicutes zuzuordnen waren (LEY et al. 2005). Die Zunahme der Bakterien im Phylum Firmicutes

gestaltete sich dabei homogen ohne vermehrtes Auftreten einer speziellen Subgruppe (LEY et al. 2005).

Bei keimfrei aufgezogenen Mausen, die entweder die Mikrobiota von Mausen erhielten, die durch
genetische Defekte im Leptinrezeptor Ubergewichtig waren oder von normalgewichtigen Tieren, zeigten
sich Unterschiede in der Gewichtsentwicklung (TURNBAUGH et al. 2006). Die Tiere, die die Firmicutes
dominierte Mikrobiota von (bergewichtigen Tieren erhielten, zeigten bei Aufnahme von identischen
Futtermengen nach vierzehn Tagen eine signifikant héhere Zunahme an Koperfett. Dies fihrten die
Autoren auf eine hohere Energieausbeute der Mikrobiota der Ubergewichtigen Tiere zuriick, da im
Mikrobiom der tbergewichtigen Maduse vermehrt Kopien von Genen, die fiir Starke spaltende sowie Azetat
und Butyrat produzierende Enzyme codieren, zu finden waren (TURNBAUGH et al. 2006). AuRerdem fanden
sich im Caecum der (ibergewichtigen Tiere hdhere Azetat und Propionat Konzentrationen. Des Weiteren
wurde mittels Untersuchungen im Bombenkalorimeter ein geringerer Energiegehalt im Kot der

Ubergewichtigen als im Kot der schlanken Mause gemessen (TURNBAUGH et al. 2006).

Bei dem Vergleich von keimfrei aufgezogenen Mausen, die alle dieselbe Mikrobiota konventionell
aufgezogener Mause erhielten, zeigten sich ebenfalls Verdnderungen in der Mikrobiota der Individuen, die

nach Aufnahme einer hochkalorischen Didt fettleibig wurden (TURNBAUGH et al. 2008). Die
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Ubergewichtigen Tiere, die im Gegensatz zu ihren Artgenossen ein fett- und zuckerreiches Futter erhielten,
hatten dhnlich wie ihre Artgenossen, die durch einen Defekt im Leptinrezeptor Ubergewichtig wurden
(TURNBAUGH et al. 2006), mehr Bakterien des Phylums Firmicutes in ihrem Caecum, wobei es gleichzeitig
zu einer Reduktion der Bakterien des Phylums Bacteroidetes kam. Im Gegensatz zu ihren libergewichtigen
Artgenossen mit dem Defekt im Leptinrezeptor, nahmen die Bakterien des Phylums Firmicutes jedoch nicht
homogen zu. Stattdessen kam es zu einem vermehrten Auftreten von Bakterien der Klasse Mollicutes. Dies
flhrte zu einer deutlichen Reduktion der Diversitat in der Mikrobiota im MDT der Ubergewichtigen Mause

(TURNBAUGH et al. 2008).

Auch FLEISSNER et al. (2010) beobachteten bei Mausen, die durch Fiitterung mit einer fettreichen Diat oder
einer Diat, die die westliche Erndhrungsweise imitiert, libergewichtig wurden, eine Zunahme des Phylums
Firmicutes mit dem vermehrten Auftreten einer Familie. Sie konnten ein drei- bis siebenfach haufigeres
Auftreten der Familie Erysipelotrichaceae nachweisen, was ebenfalls die Diversitdt der bakteriellen
Mikrobiota reduzierte (FLEISSNER et al. 2010). Die Reanalyse der als Mollicutes beschriebenen Bakterien
(TURNBAUGH et al. 2006) zeigte, dass diese ebenfalls zum groften Teil zu der Familie Erysipelotrichaceae
gehoren (FLEISSNER et al. 2010).

Andere Autoren konnten zeigen, dass auch bei Mausen die Zusammensetzung des Futters die
Zusammensetzung der Mikrobiota maligeblich beeinflusst (RAVUSSIN et al. 2012, HILDEBRANDT et al. 2009,
XIAO et al. 2017). Dabei fiihrte auch die Verabreichung einer fettreichen Ration bei den Mausen,
unabhangig vom Gewicht, zu einem Anstieg der Phyla Firmicutes (HILDEBRANDT et al. 2009, RAVUSSIN et
al. 2012) und Proteobacteria (HILDEBRANDT et al. 2009). Daher ist es fraglich, ob die Anderungen der
Mikrobiota die TURNBAUGH et al. (2008) und FLEISSNER et al. (2010) bei den durch Fitterung
ibergewichtigen M3usen beobachtet haben, auf die Fiitterung oder das Ubergewicht der Tiere zuriick zu

fuhren sind.

Bei Ubergewichtigen Madusen, deren Magen verkleinert wurde und die anschliefend eine
Gewichtsreduktion zeigten, kam es im Vergleich mit einer scheinoperierten Kontrollgruppe ebenfalls zu
Verdanderungen in der Mikrobiota, unabhangig von der Ration, die die Tiere erhielten (LIOU et al. 2013).
Dabei fanden sich in der fakalen Mikrobiota der operierten Mause auf dem Phylum Level vermehrt
Verrucomicrobiota, Bacteroidetes und Proteobacteria. Auf dem Genera Level traten korrelierend dazu
vermehrt Alistipes, Akkermansia und Escherichia auf. AuBerdem wurde ein vermehrtes Vorkommen von
Archaea in den Fazes der operierten Mause beobachtet (LIOU et al. 2013). AnschlieBend wurde die
Mikrobiota in keimfrei aufgezogene Méuse transplantiert. Dabei zeigte sich bei den keimfrei aufgezogenen
Mausen, die die Mikrobiota der Mause mit Magenverkleinerung erhielten, innerhalb von zwei Wochen eine
signifikante Gewichtsreduktion. Das Gewicht der keimfreien Tiere, die die Mikrobiota der Kontrollgruppen

erhielten, dnderte sich hingegen nicht (LIOU et al. 2013).
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2.4.2 Mensch

Einigen Autoren (RIVA et al. 2016, KOLIADA et al. 2017, LEY et al. 2006) konnten in der fakalen Mikrobiota
Ubergewichtiger Menschen, verglichen mit einer diinnen Kontrollgruppe, mehr Bakterien des Phylums
Firmicutes und weniger Bakterien des Phylums Bacteroidetes nachweisen. Andere Autoren konnten jedoch
lediglich ein vermindertes Auftreten des Phylums Bacteroidetes in der fdkalen Mikrobiota von
Ubergewichtigen Menschen nachweisen (ARMOUGOM et al. 2009, KASAI et al. 2015, TURNBAUGH et al.
2009, XU et al. 2012, MILLION et al. 2013). Bei anderen Autoren konnten hingegen auf Phylum-Ebene keine
Unterschiede in der fdkalen Mikrobiota der unterschiedlichen Gewichtsgruppen gefunden werden
(DUNCAN et al. 2008, FERNANDES et al. 2014, TIMS et al. 2013, WALTERS et al. 2014, MILLION et al. 2012).
Als eine Ursache fiir diese widerspriichlichen Ergebnisse zur Zusammensetzung der Mikrobiota bei
Ubergewichtigen Menschen, wird die unterschiedliche Erndhrung der Probanden angefiihrt (GRAHAM et al.
2015). Denn obwohl auch beim Menschen der Einfluss der Erndhrung auf die fakale Mikrobiota belegt ist
(DAVID et al. 2014), gibt es kaum Studien in denen die Probanden vor Abgabe der Stuhlproben eine
standardisierte Diat aufnahmen. Allerdings konnte bei der Besiedelung von keimfrei aufgezogenen Mausen
mit der Mikrobiota von Zwillingen, die eine unterschiedliche Gewichtsentwicklung zeigten, eine hohere
Fettmasse bei den Mausen, die die Mikrobiota des libergewichtigen Zwillings erhielten, nachgewiesen
werden (RIVA et al. 2016). Dabei zeigte sich keine erhohte Futteraufnahme bei den Mausen, die die
Mikrobiota des Ubergewichtigen Zwillings erhalten hatten (RIDAURA et al. 2013). Dies deutet darauf hin,
dass auch wenn die Ergebnisse der Studien teilweise widerspriichlich sind, es doch einen Einfluss der

Mikrobiota des Menschen auf die Gewichtsentwicklung gibt.

Mehrere Autoren zeigten auBerdem, dass die Diversitat der fdkalen Mikrobiota bei Ubergewichtigen
Individuen im Vergleich zu einer normalgewichtigen Kontrollgruppe geringer ist (TURNBAUGH et al. 2009,
MENNI et al. 2017).

Bei Menschen, die nach einer operativen Magenverkleinerung Gewicht verlieren, kénnen sowohl im
Vergleich zum Ausgangszustand als auch im Vergleich zu Kontrollgruppen mit gleichem Body Mal Index,
Verdnderungen in der fikalen Mikrobiota festgestellt werden. Einige Autoren konnten Anderungen im
Auftreten der Phyla Proteobacteria (TREMAROLI et al. 2015, KONG et al. 2013, CAMPISCIANO et al. 2018)
und Bacteroidetes (FURET et al. 2010, MURPHY et al. 2016) in der fiakalen Mikrobiota der Probanden nach
der OP feststellen. Dabei kam es, zum Teil auch in Abhadngigkeit von den angewendeten
Operationsmethoden (MURPHY et al. 2016, CAMPISCIANO et al. 2018), entweder zu Anstiegen oder
Abfillen dieser Phyla in der fikalen Mikrobiota der Probanden. Bei Ubertragung der fikalen Mikrobiota der
Probanden und einer Gbergewichtigen Kontrollgruppe auf keimfrei aufgezogene Mause, zeigte sich eine
verminderte Fettmasse bei den Tieren, die die Mikrobiota operierter Probanden erhielten (TREMAROLI et

al. 2015). Diese Tiere wiesen, bei einer Futteraufnahme, die jener der anderen Mause entsprach, auBerdem
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einen geringeren Gehalt von SCFAs im Kot auf, sodass diese Ergebnisse moglicherweise auf eine schlechtere

energetische Ausbeute der Nahrung zuriick zu fihren sind (TREMAROLI et al. 2015).

2.4.3 Pferd

Zurzeit existieren nur wenige Studien zur Mikrobiota bei Ubergewichtigen Pferden, die zu unterschiedlichen
Ergebnissen kommen (siehe Tab. 3). Eine Studie vergleicht normal- und libergewichtige Stuten miteinander
(SHEPHERD et al. 2014). Dabei wurden die Verdaulichkeit von Heu, die SCFA Konzentration in Kot und Blut,
sowie mittels gPCR das Vorkommen der Bakterienphyla Firmicutes und Bacteroidetes sowie das Auftreten
der fibrolytischen Bakterien Fibrobacter succinogines und Ruminococcus flavefacines und die Gesamtzahl
der im Kot vorkommenden Bakterien untersucht. Wahrend in den Fazes keine signifikanten Veranderungen
auftraten, zeigte sich im Blutplasma der (ibergewichtigen Stuten eine hohere Azetat Konzentration. Dabei
ist jedoch unklar, ob diese hohere Azetat Konzentration im Plasma auf eine héhere Azetat Aufnahme aus
dem Darm oder auf andere Anderungen des Azetat Stoffwechsels in der Leber, zuriickzufiihren ist

(SHEPHERD et al. 2014).

Eine weitere Studie untersucht mittels Kultivierung die fakale Mikrobiota auf Unterschiede, die sich auf
Geschlecht, Alter oder Body Condition Score (BCS) der beprobten Pferde zurtickfiihren lassen (MSHELIA et
al. 2018). Eine signifikante Korrelation zwischen dem BCS der Pferde und den untersuchten
Bakterienfamilien konnte dabei nicht ermittelt werden. Es konnten jedoch bei Pferden, mit einer
schlechteren Korperkondition, signifikant mehr Bakterien kultiviert werden als bei Pferden mit einer

moderaten Kérperkondition (MSHELIA et al. 2018).

In drei Studien (BIDDLE et al. 2018, MORRISON et al. 2018, COLEMAN et al. 2019) wurde die Mikrobiota von
Pferden unterschiedlicher Gewichtsklassen mittels Sequenzierung untersucht. Dabei wurde bei zwei
Autoren (BIDDLE et al. 2018, MORRISON et al. 2018) ein Anstieg der Diversitdt und des Bakterienphylums
Firmicutes gezeigt, wahrend COLEMAN et al. (2019) keine Verdnderungen in den Bakterienphyla und der
Diversitat der Mikrobiota nachweisen konnten. Die weitern Ergebnisse dieser Untersuchungen mittels
Sequenzierung sind ebenfalls widersprichlich. Ein Grund fiir diese sehr unterschiedlichen Ergebnisse
kénnen die unterschiedlichen Versuch Designs sein, die in den Studien zur Anwendung kamen. So
untersuchten MORRISON et al. (2018) die fakale Mikrobiota von 25 Welsh Ponys, die ab einem BCS von 7/9
als Gbergewichtig galten, und vier Wochen vor der Probennahme Heu aus derselben Charge erhielten.
BIDDLE et al. (2018) untersuchten die fdkale Mikrobiota von 78 Pferden und Ponys, die vor Probennahme
keine standardisierte Fiitterung erhielten, sondern je nach Herkunftsbetrieb mit Gras, Heu oder Heu und
Kraftfutter gefiittert wurden. Neben der Ubergewichtigen Gruppe mit einem BCS > 7/9 unterschieden
BIDDLE et al. (2018) auRerdem noch eine normalgewichtige Gruppe mit einem BCS zwischen 6- 7/9 und
eine schlanke Gruppe mit einem BCS von < 5,5/9. COLEMAN et al. (2019) untersuchten die Mikrobiota von

20 Ubergewichtigen Pferden mit einem BCS von > 7/9 und verglichen diese mit normalgewichtigen Pferden
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mit einem BCS von 3-5/9, die auf demselben Betrieb standen und dieselbe Fiitterung erhielten wie die
Ubergewichtigen Pferde. Die Ergebnisse der oben beschriebenen Studien sind in Tabelle 3

zusammengefasst.

WEEMS (2018) untersuchte die fakale Mikrobiota von ,schwer“- und ,leichtfuttrigen“ Pferden, deren
Kotproben von den Besitzern gesammelt wurden und gemeinsam mit einem ausgefullten Fragebogen zur
Verfligung gestellt wurden. Die Einteilung in ,,schwer”- und , leichtfuttrig” erfolgte dabei auf Grundlage der
Besitzerangaben im Fragebogen unabhdngig von der Rasse der Pferde. Um die Einflisse der
unterschiedlichen Haltung und Fiitterung der Tiere, auf die fakale Mikrobiota zu minimieren, wurden den 9
,schwerfuttrigen” Pferden 9 , leichtfuttrige” Vergleichspferde mit dahnlichem Signalement und ahnlicher
Fatterung zugeordnet. Bei den leichtfuttrigen” Pferden traten vermehrt die Phyla Firmicutes,
Proteobacteria, Verrucomicrobia und Euryarchaeota sowie die Familien Clostridiaceae, Lachnospiraceae,
Methanocorpusculaceae, Christensenellaceae, Eubacteriaceae und Veilonellaceae auf (WEEMS 2018). Bei
»,schwerfuttrigen” Pferden kamen die Phlya Bacteroidetes, Tenericutes, Fibrobacteres und Actinobacteria
sowie die Familien Ruminococcaceae, Paraprevotellaceae und Ersypelotrichaceae héaufiger vor.
Unterschiede in der fakalen Mikrobiota hinsichtlich der Diversitat und des Artenreichtums wurden nicht

gefunden (WEEMS 2018).

Tab. 3: Anderungen in der fikalen Mikrobiota von Ubergewichtigen Pferden verglichen mit einer

normalgewichtigen Kontrollgruppe (1 signifikanter Anstieg, |, signifikanter Abfall, <> keine signifikanten

Veranderungen)
Autor Methode Phyla SCFA Sonstiges
SHEPHERD et al | gPCR x4 4
(2014)
MSHELIA et al. | Kultivierung Nicht untersucht | Nicht
(2018) untersucht
BIDDLE et al. | Sequenzierung Firmicutes Nicht Artenvielfalt P
(2018) Bacteroidetes\, | untersucht Diversitat
Gleichverteilung
MORRISON et al. | Sequenzierung Bacteroidetes™ | & Diversitat
(2018) Actinobacteria® Artenvielfalt<>
Firmicutes
Fibrobacteres,
COLEMAN et al. | Sequenzierung 4 Nicht Diversitat<>
(2019) untersucht Artenvielfalt<>

MORRISON et al. (2020b) untersuchten die fakalen Mikrobiota und SCFA Konzentration vor und nach einer
kontrollierten Gewichtsabnahme um 7-11,6 % Uber 11 Wochen. Dabei wurde in der fakalen Mikrobiota
eine Abnahme der Phyla Firmicutes, Tenericutes und Elusimicrobia sowie der Diversitdt beobachtet.
AulRerdem sank, vermutlich durch die verringerte Aufnahme von strukturiertem Futter, im Rahmen der

Gewichtsreduktion die SCFA Konzentration im Kot (MORRISON et al. 2020b).
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Eine andere Studie untersuchte mittels Sequenzierung die fakale Mikrobiota von Pferden, die adip6s waren
und an Equinen metabolischen Syndrom (EMS) litten, im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe
(ELZINGA et al. 2016). In dieser Studie konnte bei den EMS Pferden, eine verminderte Diversitat der
bakteriellen Mikrobiota nachgewiesen werden. Zwischen der EMS und der Kontrollgruppe gab es keine
signifikanten Unterschiede hinsichtlich des Vorkommens unterschiedlicher Bakterienphyla. Mittels linearer
Diskriminierungsanalyse konnten allerdings taxonomische Einheiten ermittelt werden, die fir die jeweilige
Gruppe charakteristisch sind. So traten in der EMS Gruppe vermehrt Clostridium Kluster IX, unklassifizierte
Verrucomicrobia, Cellulosilyticum, Elusimicrobium und Lactobacillus auf. Bei der Kontrollgruppe kamen
hingegen unklassifizierte Lachnospiraceae, Anaerovorax, unklassifizierte Rhodospirillaceae, Fibrobacter,
unklassifizierte Flavobacteriaceae, Saccherofermentans und Ruminococcus vermehrt vor (ELZINGA et al.

2016).
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Abstract

Obesity is a major health concern in many domesticated equids animals since it is related to
metabolic abnormalities such as insulin dysregulation, hyperlipidaemia or laminitis. Ponies
especially are known as “easy keepers” and are often affected by obesity and its related
metabolic disorders. Research in the last decade indicated that the intestinal microbiota
may play an important role in the development of obesity, at least in humans. Therefore, the
objective of our study was to characterize changes in the faecal microbiota during a two-
year weight gain programme which compared ponies and warmblood horses. For this pur-
pose, 10 Shetland ponies and ten warmblood horses were fed a ration which provided
200% of their maintenance energy requirement over two years. Feed intake, body weight,
body condition and cresty neck score were recorded weekly. At three standardized time
points faecal samples were collected to characterize the faecal microbiota and its fermenta-
tion products such as short chain fatty acids and lactate. Next generation sequencing was
used for the analysis of the faecal microbiota. During body weight gain the richness of the
faecal microbiota decreased in ponies. Besides changes in the phylum Firmicutes in ponies
that were already described in human studies, we found a decrease of the phylum Fibrobac-
teres in horses and an increase of the phylum Actinobacteria. We were also able to show
that the phylum Fibrobacteres is more common in the microbiota of horses than in the micro-
biota of ponies. Therefore, the fibrolytic phylum Fibrobacteres seems to be an interesting
phylum in the equine microbiota that should receive more attention in future studies.

Introduction

Recent data from the United States and Australia indicate that 23-51% of the equine popula-
tion may be overweight or obese [1-3]. This is a major concern for the horse welfare because
equine obesity increases the risk for metabolic abnormalities such as insulin dysregulation
(ID) and laminitis [3]. Obesity is also an important factor in the equine metabolic syndrome
(EMS) that also includes other clinical signs like laminitis and ID [4].

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0230015 March 19, 2020
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As hindgut fermenters horses have a bacterially dominated gut microbiota, that produces
short chain fatty acids and lactate through anaerobic fermentation of structural carbohydrates
[5]. Its main phyla are Firmicutes and Bacteroidetes [6] but there is a high variability, influ-
enced by factors like ration [7], age [8-10], hindgut section [11], health status [12] and individ-
ual variation [13].

Research in the last decade emphasized the role of the gut microbiota in obesity in different
animal species and humans. It has been demonstrated that obese mice and humans tended to
have a less diverse gut microbiota [14,15] with a relative increase of the phylum Firmicutes
and a decrease of the phylum Bacteroidetes [14,16,17]. Interestingly, studies with germ free
mice showed that these animals were less likely to gain weight than mice with a colonised gut
[18-20]. Germ free mice whose gut was artificially colonised by a Firmicutes dominated
microbiota, harvested from overweight mice, gained more weight than mice whose gut was
colonised by a wild- type mouse microbiota [21].

However, in human studies where the impact of diet on the microbiota is less controlled,
inconsistent results have been published [22-24].

There is an ongoing discussion about how the microbiota influences body weight (BW). A
study investigating the metagenomics of a Firmicutes dominated microbiota of genetically
obese mice and the Bacteroidetes dominated microbiota of their lean littermates, showed an
increased capacity for energy harvest in the obese mice microbiota [21]. Enzymes that are nec-
essary to catabolise otherwise indigestible polysaccharides were elevated in the obese mice
microbiota. In the caecum of obese mice the main fermentation products acetate and butyrate,
which contribute to the host’s energy supply, were also enriched [21]. But other authors work-
ing with a different mouse strain showed lower caecal concentrations of SCFA in obese mice
[25]. In horses no differences in the faecal SCFA concentrations of different weight groups
have been demonstrated [9,26].

There has been an increasing interest in the equine microbiota and its link to obesity. How-
ever, to the author’s knowledge there are only three studies that compared the equine micro-
biota of different weight groups. In contrast to studies in mice [14] and humans [15,27] the
studies in horses showed a higher diversity in the faecal microbiota of obese individuals [9,28].
These results were also contrary to findings from Elzinga et al. [29] in obese EMS horses, that
showed a less diverse faecal microbiota than a control group.

Regarding the distribution of the faecal microbiota phyla, differing results were found in
studies conducted by Morrison et al. (2018) [9] and Biddle et al. (2018) [28] for the phylum
Bacteroidetes. Biddle et al. (2018) who studied mainly horses fed on different amounts of hay,
grass and concentrate showed a decrease of Bacteroidetes in the faecal microbiota of obese
horses. In contrast, Morrison et al. (2018) [9] fed a standardised hay diet and these authors
found a higher abundance of Bacteroidetes in the faecal microbiota of obese Welsh ponies. On
the other hand, both authors showed that the phylum Firmicutes increased in the microbiota
of obese horses. The increase in the phylum Firmicutes in the microbiota was also described in
obese humans [30,31]. Furthermore, a higher abundance of the phylum Actinobacteria and a
lower abundance of the phylum Fibrobacteres was detected in obese horses by Morrison et al.
(2018). In contrast, Shepard et al. (2014) [26] did not find any significant changes in the micro-
biota phyla of non-obese and obese horses fed a hay diet.

Ponies are known as “easy keepers” that have a lower energy requirement per unit of meta-
bolic body weight than horses [32]. Therefore ponies are more prone to obesity [3] and related
disorders such as laminitis [33-35]. A recent study also demonstrated that the metabolic func-
tion of the liver is more affected by body weight gain in ponies than in horses [36].

The aim of our study was to investigate changes in the faecal bacteria and the fermentation
products between horses and ponies during a two- year BW gain programme caused by
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excessive energy intake. We hypothesized that the bacteria of both horses and ponies would
become less diverse with an increase of the phylum Firmicutes and a decrease in the phylum
Bacteroidetes during the body weight gain period. Due to shifts in the bacterial phyla we also
expected changes in the SCFA and Lactate pattern.

Material and methods
Animals and management

As a part of a larger project about the metabolic differences between horses and ponies during
a two-year BW gain programme [37], ten Shetland pony and ten Warmblood horse geldings
owned by the Institute of Animal Nutrition, Nutrition Diseases and Dietetics of the University
of Leipzig were housed and fed according to a standardized protocol. The mean (+ SD) age
was 6 (+ 3) years for the Shetland ponies and 10 (+ 3) years for the horses. Before the onset of
the study, insulin sensitivity was evaluated by a combined glucose and insulin test according to
Eiler et al [38] and Pituitary Pars Intermedia Dysfunction (PPID) was excluded via determina-
tion of ACTH after 8 hours of fasting [39]. An experienced clinician confirmed the absence of
clinical or radiological signs of previous or acute laminitis in all animals. The animals were
bedded on straw in individual box stalls and were turned out onto a dry lot for approximately
5 hours a day. The project was approved by the Ethics Committee for Animal Right Protection
of the Leipzig District Government (No. TVV 32/15) in accordance with German legislation
for animal rights and welfare.

The experimental study was conducted over two years. During an adaption period, ponies
and horses received meadow grass hay and a commercial mineral supplement to meet or
exceed energy and nutrient requirements during maintenance according to the Society of
Nutrition Physiology (GfE 2014) [40]. The basal health status of the animals was assessed at
the beginning of the trial (t0). Following this first data collection animals underwent a feeding
period receiving 180% of their individual maintenance metabolizable energy requirements
according to GfE (2014) [40]. Seventy percent of the energy intake was supplied by hay and
30% was provided by a concentrate (nutrient composition based on dry matter (DM): crude
protein: 11.7%, crude fat: 12.8%, crude fibre: 9.9%, crude ash: 7.1%, metabolizable energy:
11.75 MJ/kg DM).

Faecal samples were taken after a five-month adaption period to the experimental diet (t1).
In addition, faecal samples were collected twelve (t2) and twenty-four (t3) months after the start
of the trial (t0). Between the first (t1) and the second (t2) sampling point the energy intake was
increased to 200% supplied by a ration consisting out of 60% hay and 40% concentrate. There
was a change in concentrate between the first and second sampling point due to production
problems by the manufacturer (nutrient composition based on DM of the new concentrate:
crude protein: 13.4%, crude fat: 14.4%, crude fibre: 9.78%, nitrogen-free extract: 54.3%, metabo-
lizable energy: 14.09 MJ/kg DM). The nutrition composition was analysed monthly for the hay
and yearly for the concentrate. Crude nutrients were analysed by Weende analysis. Starch con-
tent was determined polarimetric and sugar content with the Luff- Schoorl method. The analy-
sis of feedstuff was performed according to the official collection of methods from the European
Union [41]. Neutral detergent fibre was determined based on amylase treatment and incinera-
tion (aNDFom). The analysed values were used for the calculation of the energy content. Energy
intake was adapted monthly to the current BW. Feed refusals were recorded on a weekly basis.

Scaling, Body Condition Score (BCS) and Cresty Neck Score (CNS)

Body weight, BCS and CNS were measured weekly. An electronic large animal scale (scale
system Iconix FX 1, Texas Trading, scale precision: 0.5 kg) was used to determine BW. BCS
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was assessed on a scale from 0 to 5 as described by Carrol and Huntington (1988) [42]. The
CNS was evaluated on a scale from 0 to 5 according to Carter et al (2009) [43]. Two trained
evaluators performed both scores and the mean of their evaluation was calculated for data
analyses.

Faecal sampling

Faecal samples were taken using a collection bag that was attached around the anus with tape
three hours after the morning meal. Directly after the collection three Eppendorf tubes
(Eppendorf, Hamburg, Germany) were filled with 1 g of faeces and gradually frozen from
-20°Cto -80°C pending DNA extraction. In addition, 10 g of faeces were mixed with 10 ml of
distilled water and centrifuged for 10 minutes at 6000 rpm. From the supernatant 1ml was
transferred in Eppendorf tubes for lactate analysis. For the SCFA analysis 1 mL of the superna-
tant was transferred in tubes containing 0.1 ml of a buffer composed of 4.25% H;PO, and 1%
HgCl,. Freezing protocol was the same as described above.

SCFA analysis

For the SCFA analysis the samples were mixed with 100 pl of ethanol and centrifuged for 10
minutes at 6000rpm (5417¢, Eppendorf, Hamburg, Germany). In the filtrated supernatant the
concentration of the short chain fatty acids (SCFA) acetate (C2), propionate (C3), isobutyrate
(IC4), butyrate (C4), isovalerate (IC5) and valerate (C5) were measured by gas liquid chroma-
tography (Clarus 500, Perkin Elmer, Waltham, US) [44]. All samples were measured in dupli-
cate and the mean coefficient of variation was 4.8% for C2, 3.07% for C3, 3.15% for IC4, 2.84%
for C4, 1.77% for IC5 and 8.87% for C5.

Lactate analysis

For lactate analysis the samples were deproteinized in 100 ul perchloric acid. Subsequently the
enzymatic colorimetric lactate analysis was performed using a D- and L- Lactic Acid Kit
(Megazyme International, Ireland) according to the manufacturer’s instructions. The quantity
of the lactate was measured at a wavelength of 340 nm in a 96 well plate with a MRX® tc micro-
plate reader (Dynex, Lincoln, United Kingdom). All samples were measured in duplicate and
the mean coefficient of variation was 1.57%.

DNA extraction and sequencing

The total DNA was extracted from 0.25g of faeces using the bead- beating method described
by Yu and Morrison (2004) [45]. The quantity of the extracted DNA was measured using a
Biophotometer 6131 (Eppendorf, Hamburg, Germany) and the purity was assessed by the cal-
culation of the A260/280 ratio to screen the samples for protein contamination [46]. A260/280
ratios between 1.5 and 2.0 were accepted for the DNA. Afterwards a PCR was performed to
amplify the V3-V4 region of the 16S rRNA. The PCR Mix consisted of 0.4 pl of AINTP 25mM,
1.25 pl of every primer (Table 1), 0.5 pl of Taq Polymerase (D 7442, Sigma-Aldrich, Saint

Table 1. Sequences of the primers used for the DNA amplification.

Forward Primer 1 PCR1F343 [47]

5° CTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTACGGRAGGCAGCAG

Reverse Primer 1 PCR1R784 [47]

° GGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTTACCAGGGTATCTAATCCT

Forward Primer 2 [47]

Reverse Primer 2 [47]

5
5° AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGAC
5° CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT-Index-GTGACTGGAGTTCAGACGTGT

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0230015.t001
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Louis, USA), 5 ul of the corresponding Taq buffer, 39.1 pl of water and 10 ng of DNA for each
sample. The samples were diluted with water 1 to 4 or 1 to 64, dependent on the biophot-
ometer results. Then 5 pl of each diluted sample were added to the PCR Mix. The amplifica-
tion was performed with a C 100 touch thermocycler (BioRad, Hercules, USA) using the
following programme: 94°C for 60 seconds for the initial denaturation, followed by 30
cycles of 94°C for 60 s (denaturation), 65° C for 60 s (annealing) and 72°C for 60 s (elonga-
tion) and a final elongation at 72°C for 10 minutes. For visualization 4 uL of each PCR prod-
uct were pipetted into a well of a 2% agarose gel. Electrophoresis of the gel was performed
for 1h15min at 45°C and 70 V on a Mupid One system (ADVANCE co. Ldt., Tokyo, Japan).
Afterwards the gel was stained with gel red (Biotium, Fremont, US) and the quality of the
amplicons was checked using ultraviolet light. After purification of the first PCR with PCR
clean magnetic beads a second PCR was performed to ligate Illumina adapters and an index
that allowed the identification of the samples. The PCR mix was similar to the first PCR
with only the primers changed (Table 1). The PCR conditions were identical to the previous
PCR, but 12 cycles were performed instead of 30. Afterwards PCR products were purified
and sequenced with an Illumina MiSeq run of 250 base paired-ends following the manufac-
turer’s instructions (Illumina Inc., San Diego, CA). The quality of the run was assessed with
control libraries generated with the PhiX virus (Illumina PhiX control; Illumina Inc., San
Diego, CA).

Data analysis

The sequencing data was processed on the Galaxy signenae workbench provided by INRA
Toulouse using the Find Rapidly OTUs with Galaxy Solutions (FROGS) pipeline. First the
sequences were cleaned through elimination of sequences shorter than 380 base pairs or longer
than 490 base pairs, and those containing an unidentified base or not containing one of the
primer sequences. Chimeras were identified using VSEARCH [48] and removed from further
analysis. The remaining sequences were aligned in clusters with SWARM [49]. Clusters that
contained only one sequence were excluded from further analysis and the remaining clusters
were grouped in operation taxonomic units (OTUs). The taxonomic assignment of the OTUs
was performed with the Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) provided by the National
Centre for Biotechnology Information database. The Shannon index and observed richness
were calculated on the Galaxy signenae workbench. The further grouping of the data and the
calculation of the relative abundance of OTUs were conducted with Excel (Office 365, Micro-
soft, Redmond, US).

The Excel software programme was also used for the calculation of the coefficient of varia-
tion (CV) for crude protein (CP), crude lipid (CL), crude fibre (CF), neutral detergent fibre
(aNDFom), sugar and starch intake to determine variations in nutrition intake. The CV was
also calculated for the DM intake of hay during the study period. For the analysis of the CV
the data were grouped in months for horses and for ponies. The CV was calculated by the
mean nutrition intake for the last two months prior to sampling for horses and ponies at each
sampling point and between the different sampling points.

The statistical analyses were performed using the commercial software package STATIS-
TICA (Version 12, StatSoft GmbH, Hamburg, Germany). Data were analysed for normal dis-
tribution by using the Shapiro-Wilks test. BCS, CNS, SCFA, lactate and microbial community
were analysed using non-parametric tests. Friedman’s ANOVA and Wilcoxon signed rank
test with Bonferroni correction was performed factoring the effects of time. For breed related
differences Mann-Whitney-U test was used. Data are presented as medians and 25 and 75 per-
centiles. Statistical significance was accepted at P < 0.05.
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Results

One pony and one horse developed an episode of laminitis during the second year of BW gain.
Additionally, one pony developed hyperlipemia (serum triglycerides: 14.4 mmol/L) at the end
of the second year of excessive energy intake. Faecal samples were collected from these individ-
uals only after clinical improvement. Between the second and the third sample collection one
of the horses had to be euthanized due to a severe episode of colic. Therefore only 59 faecal
samples (30 ponies, 29 horses) were collected at three different time points (t1, t2 and t3).

CV of CP, CL, CF, aNDFom, sugar and starch intake showed a variation between 4% and
13% between the two breeds prior to each sampling point (S1 Table). The variation between
tl, t2 and t3 prior to sampling ranged from 10% to 22%. The highest variation between sam-
pling points was recorded for CL between the two months prior to t1 and t2 where the concen-
trate was changed due to production problems by the manufacturer.

BW, BCS and CNS

Between t1 and t2 a significant increase in BW was recorded for ponies (p = 0.005) and horses
(0.005. Between t2 and t3 only a numeric increase in BW was seen in both breeds (Table 2).
CNS and BCS rose significantly between all three time points for horses and ponies to a
median of 3.5 for CNS and 4.8 for BCS.

Sequencing metrics

From the 59 sequenced faecal samples 1184086 (mean 20069.2 /sample) raw sequences were
obtained. After quality filtering during the bioinformatic processing 635820 (mean 10776.6
/sample) sequences remained. These sequences were assigned to 2219 OTUs that were
grouped into 11 phyla, 19 classes, 29 orders and 62 families, 145 genera and 36 species.

Bacterial community composition

The alpha diversity, described by the Shannon index showed no significant differences
between the three timepoints or breeds (Fig 1). During the BW gaining programme a signifi-
cant decrease in richness was recorded for the ponies between t1 and 2 (p = 0.025) and t1 and
t3 (p = 0.005), but no significant changes were seen for horses (Fig 2)

From the 11 phyla, 19 classes, 29 orders, 62 families, 145 genera and 36 species identified,
only 6 phyla, 7 classes, 7 orders and15 families had a median relative abundance over 0.4% of
the faecal microbiota. 24.7% of the genera and 97.2% of the species are unknown. 1.1% of the
genera and 1% of the species could not be identified because the pipeline found various affilia-
tions. Due to the high rate of unidentified sequences the genera and species were excluded

Table 2. BW, BCS and CNS for horses and ponies. Data are presented as medians and 25/75 percentiles in brackets.

Variable Breed t1 t2 t3

BW (kg) Ponies 110* (103/119) 134* (126/146) 139 (132/158)
Horses 612 (578/650) 689" (554/730) 696" (678/732)

BCS (0-5) Ponies 4% (3.9/4.0) 4.6° (4.4/4.7) 4.8° (4.7/5.2)
Horses 4% (3.9/4.0) 4.6" (4.5/4.6) 4.8°(4.7/4.9)

CNS (0-5) Ponies 2%(1.8/2.3) 2.8 (2.5/3.0) 3.5 (3.3/4.0)
Horses 2%(2.0/2.3) 2.9 (2.8/3.0) 3.5 (3.5/4.0)

a, b, ¢ medians with different superscript letters differ significantly within a row (p < 0.05)
*, # medians with different superscript symbols differ significantly within a column (p < 0.05)

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0230015.t002
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Fig 1. Shannon index at the three sampling points (t1-t3) for horses and ponies. The interquartile range is indicated by the box. The dot inside the
box indicates the mean and the line the median. The whiskers represent the lower and upper extremes. Outliers are indicated as single dots.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0230015.9001

from the further analysis to avoid bias. The most abundant phyla were Firmicutes (58.2%) fol-
lowed by Bacteroidetes (36.5%), Spirochetes (2.46%), Fibrobacteres (1.18%), Proteobacteria
(0.69%) and Actinobacteria (0.63%). At t3 one sample taken from a horse showed a very high
abundance (22.76%) of the phylum Actinobacteria. In general, the phylum Actinobacteria ran-
ged between 0.12% and 2.58%. Therefore, we decided to exclude this sample from further anal-
ysis, as it was probably contaminated.

Faecal microbiota of horses and ponies

The phylum Fibrobacteres was more abundant in the faecal microbiota of horses than in the
faecal microbiota of ponies at timepoint t3 (p = 0.026) (Table 3 and S2 Table). The significant
higher relative abundance for horses at t3 was also seen for the corresponding class, order and
family (S3-S5 Tables). For the phylum Proteobacteria a significant higher relative abundance
was found at t2 in the faeces of ponies than in the faeces of horses (p = 0.01).

At the family level Ruminococcaceae (p = 0.033), Rikenellaceae (p = 0.026), F082
(p = 0.002) and Bacteroidales UCG-001 (p = 0.041) had higher concentrations in the faeces of

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0230015 March 19, 2020 7/17

29



Publikationen

PLOS ONE Faecal microbiota of horses and ponies
1750 o)
a b b
1500 —
A 1250 -
[
[ =
=
-2
g
g 1000 ©
O
750 —
500 - 2 o &
T T T
t1 2 3

[Type B Horses B Ponis}

Fig 2. Observed richness at the three sampling points (t1-t3) for horses and ponies. The interquartile range is indicated by the box. The dot inside the
box indicates the mean and the line the median. The whiskers represent the lower and upper extremes. Outliers are indicated as single dots.
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ponies than in the faeces of horses at t3 (Table 3 and S5 Table). For the family FO82 the higher
relative abundance in the pony faeces was also seen at timepoint t1 (p = 0.003).

Changes in the faecal microbiota during the two-year weight gain
programme

The phylum Firmicutes increased significantly between t2 and t3 in the faecal microbiota of
ponies (p = 0.047) while no changes were seen for the horses. While the phylum Fibrobac-
teres decreased between t1 and t2 in the faecal microbiota of horses (p = 0.028), the phylum
Proteobacteria in the faecal microbiota of ponies showed a significant increase between t1
and t2 (p = 0.005) followed by a significant decrease between t2 and t3. Actinobacteria
increased between t2 and t3 in ponies (p = 0.017) and between t1 and t3 in horses (p = 0.02).
More information about significant changes in classes, orders and families during the two-
year weight gaining programme are presented in the supporting information (52, S3, S4 and
S5 Tables).
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Table 3. Phyla, classes, orders and families in faeces of horses and ponies with a median relative abundance over 0.4% with significant changes between the three
sampling points or between breeds. Data are presented as medians and 25/ 75 percentiles in brackets.

Phylum Breed tl 2 t3
Firmicutes Horses 55.7 (52.3/59.8) 57.2 (55.5/62.2) 58.5 (55.5/62.9)
Ponies 54.0° (51.9/62.9) 58.5" (53.2/63.8) 62.8° (57.7/65.7)
Fibrobacteres Horses 1.90° (1.05/2.45) 0.98" (0.85/1.29) 1.11% (0.59/1.84)
Ponies 0.78 (0.51/2.31) 0.79 (0.65/1.70) 0.38* (0.09/0.88)
Proteobacteria Horses 0.34 (0.31/0.69) 0.617 (0.52/0.92) 0.52 (0.43/0.99)
Ponies 0.60° (0.37/0.85) 1.14 (0.81/1.45) 0.43% (0.27/0.70)
Actinobacteria Horses 0.37* (0.30/0.49) 0.34%° (0.30/0.43) 0.88" (0.54/1.31)
Ponies 0.33%(0.31/0.49) 0.39°(0.33/0.59) 0.77° (0.67/1.25)
Classes
Fibrobacteria Horses 1.90% (1.06/2.45) 0.98° (0.85/1.29) 111 (0.59/1.84)
Ponies 0.78 (0.51/2.31) 0.80 (0.65/1.70) 0.38* (0.09/0.88)
Bacilli Horses 0.39" (0.23/0.66) 0.42% (0.27/0.61) 1.21° (0.81/2.37)
Coriobacteriia Horses 0.37% (0.29/0.49) 0.34°° (0.30/0.43) 0.80° (0.52/1.29)
Ponies 0.33% (0.30/0.49) 0.39° (0.33/0.59) 0.77° (0.67/1.25)
Negativicutes Horses 0.31 (0.12/0.38) 0.57 (0.41/0.70) 0.49 (0.39/0.57)
Ponies 0.32% (0.27/0.64) 0.81° (0.41/1.24) 0.39" (0.23/0.84)
Orders
Fibrobacterales Horses 1.90 (1.06/2.45) 0.98 (0.85/1.29) 1.11% (0.59/1.84)
Ponies 0.78" (0.51/2.31) 0.80° (0.65/1.70) 0.38™ (0.09/0.88)
Coriobacteriales Horses 0.37" (0.30/0.49) 0.34° (0.29/0.43) 0.80° (0.52/1.29)
Ponies 0.33%(0.30/0.49) 0.39° (0.33/0.60) 0.77° (0.67/1.25)
Selenomonadales Horses 0.31 (0.12/0.38) 0.57 (0.41/0.70) 0.49 (0.39/0.57)
Ponies 0.32% (0.27/0.64) 0.81° (0.41/1.24) 0.39% (0.23/0.84)
Families
Ruminococcaceae Horses 25.0% (22.5/29.1) 24.2% (22.7/31.9) 21.4% (19.0/22.6)
Ponies 24.5 (23.9/32.2) 27.2 (24.1/33.9) 25.2* (20.9/26.1)
Lachnospiraceae Horses 23.9* (20.5/25.6) 22.9% (20.9/26.4) 31.3° (25.9/32.5)
Ponies 22.7 (20.7/23.3) 22.7 (20.8/25.0) 26.8 (24.0/28.6)
Rikenellaceae Horses 7.15 (5.33/7.65) 5.63 (4.19/6.39) 4.80% (4.18/6.17)
Ponies 7.40° (4.51/8.17) 5.58% (4.77/5.93) 6.80" (5.56/9.50)
F082 Horses 2.66 (1.81/2.84) 446 (2.13/9.44) 1.50° (1.10/1.88)
Ponies 6.34% (4.09/9.94) 5.67 (3.29/7.00) 5.16* (2.65/5.74)
Bacteroidales UCG-001 Horses 1.14 (0.94/1.84) 0.90 (0.62/1.39) 0.60" (0.52/0.93)
Ponies 1.22 (1.02/1.64) 0.90 (0.75/1.13) 1.21* (1.03/142)
Fibrobacteraceae Horses 1.90% (1.06/2.45) 0.98° (0.85/1.29) 1.11% (0.59/1.84)
Ponies 0.78 (0.51/2.31) 0.80 (0.65/1.70) 0.38* (0.09/0.88)
Muribaculaceae Horses 0.75 (0.61/1.17) 1.55 (1.10/1.74) 1.24 (0.84/2.81)
Ponies 0.93% (0.47/1.93) 1.62° (1.13/2.64) 1.14% (0.72/1.57)
Bacteroidales RF16 group Horses 0.81° (0.59/1.00) 0.45° (0.28/0.63) 0.29" (0.13/0.50)
Ponies 0.62" (0.36/0.89) 0.40°° (0.35/0.49) 0.17° (0.14/0.28)
Veillonellaceae Horses 0.31 (0.12/0.38) 0.57 (0.41/0.70) 0.49 (0.39/0.57)
Ponies 0.32% (0.27/0.64) 0.81° (0.41/1.24) 0.39% (0.23/0.84)

a, b medians with different superscript letters differ significantly within a row (p < 0.05)
*, # medians with different superscript symbols differ significantly within a column (p < 0.05)

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0230015.t003
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Faecal SCFA and lactate

The most abundant SCFA in the faeces wereC2 followed by C3, C4, IC5, IC4 and C5. Higher
concentrations in the faeces of horses than in the faeces of ponies were found for total SCFA at
t3, C2 at t2, C3 at t3, IC5 at t3 and IC4 at t1 and t2 (Table 4). Between the different timepoints
no significant changes were determined in the faecal concentration of SCFA in ponies and
horses. At t2 the total lactate concentration was higher in the faeces of ponies than in the faeces
of horses (Table 4). During the feeding programme a significant increase in lactate was ana-
lysed for horses and ponies between t1 and t2 followed by a significant decrease between 2
and t3 in horse faeces.

Discussion

Due to the fact that ponies are more prone to obesity [2] and related diseases like laminitis [34]
we investigated differences in the microbiota of horses and ponies during a two year period of
excessive energy intake. To the authors knowledge this is the first paper analysing the distinc-
tions in the faecal microbiota of horses and ponies. At present only data of the human gut
microbiota revealed differences between ethnic groups [50,51]. However, unlike our animal
experiment the studied human populations consumed different diets and stayed in different
environments. Therefore, the impact of genetic, dietetic and environmental influences on the
gut microbiota still remains open [50,51].

To the authors knowledge, our study is the first one investigating changes in the equine
microbiota during a period of long-term body weight gain. This study design leads to the
strong advantage that each individual was used as its own control. Other studies investigating
differences of the microbiota between lean and obese horses always compared groups of differ-
ent individuals [9,26,28]. It has been shown that even similar housing and feeding conditions

for a six week period were not able to eliminate individual microbiota differences [13]. The

Table 4. Total SCFA, C2, C3, 1C4, IC5 and lactate concentrations (mmol/L) in the faeces of horses and ponies.
Data are presented as medians and 25/ 75 percentiles in brackets.

Variable Breed t1 t2 t3

Total SCFA (mmol/L) Ponies 19.1 (16.2/23.9) 15.9 (13.3/19.3) 16.3% (11.9/21.4)
Horses 20.7 (20.4/29.6) 18.7 (17.1/24.2) 24.9% (17.2/26.9)

C2 (mmol/L) Ponies 12.4 (11.7/16.3) 10.5% (8.9/11.8) 10.9 (8.1/14.6)
Horses 17.5 (14.0/19.9) 12.6* (11.9/16.2) 16.5 (11.6/18.3)

C3 (mmol/L) Ponies | 4.29 (3.11/5.27) 3.78 (2.57/4.39) 3.8" (2.57/4.46)
Horses 4.76 (4.32/6.89) 4.12 (3.78/5.41) 5.68" (4.60/6.35)

C4 (mmol/L) Ponies | 1.19 (1.08/1.36) 1.08 (0.91/1.25) 0.94 (0.68/1.53)
Horses 1.25 (1.08/1.65) 1.25 (0.97/1.36) 1.53 (1.02/1.71)

1C4 (mmol/L) Ponies 0.28" (0.23/0.34) 0.23% (0.23/0.23) 0.26 (0.23/0.34)
Horses 0.43% (0.34/0.51) 0.37* (0.34/0.46) 0.34 (0.28/0.46)

C5 (mmol/L) Ponies 0.20 (0.20/0.20) 0.17 (0.10/0.20) 0.17 (0.10/0.29)
Horses 0.20 (0.15/0.29) 0.20 (0.20/0.25) 0.20 (0.15/0.20)

IC5 (mmol/L) Ponies | 0.39 (0.34/0.49) 0.29% (0.20/0.29) 0.29 (0.20/0.54)
Horses 0.54 (0.40/0.67) 0.44* (0.39/0.54) 0.39 (0.39/0.49)
Lactate (mmol/L) Ponies | 1.06* (0.81/1.19) 0.71%* (0.56/0.81) 0.67° (0.64/0.87)
Horses 0.92% (0.70/1.14) 0.50°* (0.43/0.64) 0.77* (0.69/0.91)

a, b medians with different superscript letters differ significantly within a row (p < 0.05)

*, # medians with different superscript symbols differ significantly within a column (p < 0.05)

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0230015.t004
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large individual differences restrict the interpretation of results obtained from different indi-
viduals. The present experimental design included a two-year controlled feeding period to
exclude any influences on the microbiota from different feeding regimes or management con-
ditions. Other studies that examined the equine microbiota at different body conditions either
had no standardized feeding protocol [28] or established a controlled feeding scheme for only
one month or two weeks prior to faecal sampling [9,26].

During our biannual study the animals consumed 180-200% of their maintenance energy
requirement according to the Society of Nutrition Physiology (GEH 2014) [40]. The major
weight gain took place between t1 and t2 while only a non-significant increase in BW was
recorded between t2 and t3 despite the same hypercaloric intake. In contrast CNS and BCS
increased significantly in the second year of the feeding period. One explanation might be
related to a loss in muscle mass due to a low physical activity during periods of turnout and
increased body fat mass. However, the reasons for these findings remain open as muscle
metabolism was not evaluated in this study. The lack in knowledge about muscle metabolism
in the state of increasing obesity should be addressed in future studies.

During the BW gain programme faecal richness decreased in ponies. These results are in
contrast to findings of Biddle et al. (2018) who found a higher richness in the faecal microbiota
of obese horses. However, no changes in the faecal diversity indices were found during weight
gain unlike previous data reported in humans [15] and horses [9,28]. This discrepancy might
be due to the fact that most authors studied groups of different individuals and various diets in
humans [15] and horses [28]. Only Morrison et al. (2018) [9] established a controlled feeding
scheme one month prior to faecal sampling where the horses received a hay based ration.

In agreement with results obtained in the faecal microbiota of obese humans [30], BW gain
in ponies was correlated with a significant increase in the phylum Firmicutes. Similar results
have been obtained by Biddle et al. (2018) in the faecal microbiota of equines consuming vary-
ing types of forages and concentrates and by Morrison et al. (2018) who studied Welsh ponies
fed a standardised hay diet. In contrast to our results, Morrison et al. (2018) and Biddle et al.
(2018) found also significant changes in the phylum Bacteroidetes. In accordance with our
results, Shepherd et al. (2014) did not detect any changes in the phylum Bacteroidetes in hay
fed horses with various body condition scores. But unlike to our study, Shepherd et al. (2014)
detected no significant changes in the phylum Firmicutes.

We also demonstrated that BW gain was associated with an increase of the phylum Actino-
bacteria in both breeds and a decrease of Fibrobacteres in the horse s microbiota. These find-
ings are in accordance with results obtained by Morrison et al. (2018) [9]. Between t1 and t2
the phylum Proteobacteria rose significantly in ponies and showed a significant drop between
t2 and t3 while it remained unchanged in horses. From studies investigating the influence of a
high fat ration (8.3% fat) on the faecal microbiota of horses, it is known that a high fat ration
may lead to an increase of the phylum Proteobacteria [8]. Since we recorded a 22.2% increase
in crude lipid intake between t1 and t2 a dietary influence on the phylum Proteobacteria can-
not be excluded. From our data the reasons for the changes in the phylum Proteobacteria in
ponies but not in horses are not fully understood. Since the small intestine is the main site of
fat absorption [32], and the fat intake through the ration was moderate (4.4-4.7% of dry matter
intake), significant effects on the hindgut microbiota are probably of minor importance. But
we cannot exclude a lower precaecal fat absorption capacity in ponies than in horses.

It has been reported that a high fat intake of 14.8% dry matter reduced the digestibility of
fibre probably through a reduction of the cellulytic activity in the hindgut microbiota [52]
whereas a low fat intake below 10% of dry matter did not influence fibre digestibility in horses
[53]. In consequence, it seems unlikely that our feeding regime with a fat intake of only 4.4-
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4.7% dry matter influenced fibre digestibility in the large intestine but nevertheless we cannot
fully exclude an influence of the moderate changes in fat intake on the equine microbiota.

Regarding the microbial fermentation products, we could not detect any significant changes
in the faecal SCFA concentrations in both breeds during weight gain. These results are in
accordance with findings obtained by Shepherd et al. (2014) [26] and Morrison et al. (2018)

[9] who did not find any significant differences in the faecal concentrations of SCFA in obese
and lean horses.

One major difference between the microbiota of horses and ponies was a higher relative
abundance of the phylum Fibrobacteres in horses at t3 that could be traced over all taxonomic
categories down to the family Fibrobacteraceae. In general, a higher abundance of fibrolytic
family is related to a high intake of fibre (e.g. crude fibre or neutral detergent fibre (aNDFom)),
but this issue could be excluded in our study as the coefficient of variation in crude fibre and
NDF intake was < 10% at all sampling points between horses and ponies. In horses, the
increase in the family Fibrobacteraceae may result in a better fibre fermentation, as Fibrobac-
teraceae is one of the fibrolytic families in the equine hindgut which are necessary for the deg-
radation of plant cell walls [54]. These findings of a higher fibrolytic capacity in horses are in
accordance with a higher digestibility of organic matter in Standardbred horses compared to
Icelandic ponies fed an early cut haylage [55]. Another significant difference between horses
and ponies was the higher expressions of the phylum Proteobacteria in the pony microbiota at
t2. These findings are in accordance with Steelman et al. (2012)[56] who found a higher abun-
dance of the order Burkholderiales belonging to the phylum Proteobacteria in one pony com-
pared to a population of horses under different housing and feeding conditions [56].

In our study horses had higher concentrations of total SCFA at t3, C2 at t2, C3 at t3, IC5 at
t3 and IC4 at t1 and t2 in the faeces than ponies. These results are in accordance with Jensen
etal. (2010) [57] who showed that Danish warmbloods have higher faecal C3 and IC4 concen-
trations than Icelandic ponies when both groups received a diet consisting of sugar beet pulp,
oats and haylage.

A limiting factor of our study is related to the identification of the genera. Only 1.8% of the
analysed species and 74.2% of the genera were identified. Therefore, we can only draw limited
functional conclusions from the generated sequencing data since the higher taxonomic catego-
ries often combine different functional groups. This is a main limitation in sequencing studies
in the equine microbiota [12,58].

The analysis of faecal samples rather than samples obtained from the different sections of
the gastrointestinal tract is a limitation of our study. Due to feasibility and animal welfare
guidelines in most equine studies faeces have been used as a tool to describe the gut microbiota
[9,13,26,28]. A correlation between dietary changes in the caecal, colonal and faecal microbiota
was demonstrated by Grimm et al. (2017) [59]. But nevertheless the faecal microbiota repre-
sents at least the hindgut distal to the pelvic flexure[60].

Another limitation of our study is the fact that we only analysed faecal samples at three
timepoints during the two-year study period. However, we conducted a standardised manage-
ment and feeding protocol over two years. Furthermore, horses and ponies were used as their
own control. Other authors already described a high stability in the faecal microbiota of indi-
viduals under identical management and feeding conditions for at least three months [13].

Reasons for equivocal results in studies comparing the microbiota of lean and obese horses
might be related to differences in body weight classification and diet related differences. Simi-
lar to our study, the faecal microbiota of different individuals was compared. Biddle et al.
(2018) [28] compared three different weight groups of horses while Morrison et al. (2018) [9]
and Shepard et al. (2014) [26] compared an obese group of horses with a nonobese group of
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animals. In contrast to these study protocols, each individual horse and pony was used at its
own control in our study.

In conclusion BW gain seemed to change the composition of the equine microbiota in simi-
lar ways as already described. Comparing horses and ponies we found a higher abundance of
the phylum Fibrobacteria at t3 and a lower abundance of Proteobacteria at t2 in the faecal
microbiota of horses. We also found higher concentrations of different SCFA in the faeces of
horses at these timepoints. The changes in the fermentation profile may have functional conse-
quences. In order to gain more knowledge about the functional consequences of the changes
in the microbiota during weight gain further research has to be conducted.
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Supporting information
S1 Table: Coefficient of variation for the nutrient intake in horses and ponies two months prior to sampling
point t1, t2, t3 and in between the three sampling points (CP: crude protein, CL: crude lipid, CF: crude fibre,

aNDFom: neutral detergent fibre). Data shown as %.

Time Hay Starch CP CL CF aNDFom sugar
-t1 8.58 11.8 13.3 10.9 9.13 9.75 8.75
-t2 4.64 11.2 6.47 9.16 10.8 4.66 5.38
-13 6.41 11.6 8.56 11.9 8.00 9.97 6.84
-t1-t3 10.1 18.5 14.0 22.0 10.7 12.0 124
-t1-t2 10.8 18.6 15.5 22.2 11.5 11.2 9.69
-t2-t3 6.37 12.9 10.9 12.3 10.7 10.8 9.37

S2 Table: Relative abundance of Phyla in the faeces of horses and ponies with an overall median relative

abundance over 0.4 % at the three sampling points presented as medians and 25/ 75 percentiles in

brackets.
Phylum Breed | t1 t2 t3
Firmicutes Horses | 55.7 57.2 58.5
(52.3/59.8) (55.5/62.2) (55.5/62.9)
Ponies | 54.0% 58.5° 62.8°
(51.9/62.9) (53.2/63.8) (57.7/65.7)
Bacteroidetes Horses | 39.0 37.2 35.0
(35.0/40.5) (34.0/40.4) (32.7/36.5)
Ponies | 40.9 36.6 32.1
(33.1/43.6) (29.4/42.9) (28.9/38.3)
Spirocheates Horses | 3.16 1.72 2.39
(1.87/3.96) (1.65/2.59) (1.73/3.16)
Ponies | 2.21 1.89 1.78
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(1.70/3.65) (1.75/2.18) (1.34/2.28)
Phylum Breed | t1 t2 t3
Fibrobacteres Horses | 1.90° 0.98° 1.11°%
(1.05/2.45) (0.85/1.29) (0.59/1.84)
Ponies | 0.78 0.79 0.38"
(0.51/2.31) (0.65/1.70) (0.09/0.88)
Proteobacteria Horses | 0.34 0.61% 0.52
(0.31/0.69) (0.52/0.92) (0.43/0.99)
Ponies | 0.60° 1.14" 0.432
(0.37/0.85) (0.81/1.45) (0.27/0.70)
Actinobacteria Horses | 0.372 0.34% 0.88°
(0.30/0.49) (0.30/0.43) (0.54/1.31)
Ponies | 0.33? 0.39° 0.77°
(0.31/0.49) (0.33/0.59) (0.67/1.25)

a, b medians with different subscript letters differ significantly within a row (p < 0.05)

*, # medians with different subscript symbols differ significantly within a column (p < 0.05)

S3 Table: Relative abundance of Classes in the faeces of horses and ponies with an overall median relative

abundance over 0.4 % at the three sampling points presented as median and 25/ 75 percentiles in brackets.

Class Breed |tl1 t2 t3
Clostridia Horses | 54.4 56.1 56.7
(51.9/59.7) (54.2/59.5) (53.6/60.7)
Ponies | 53.3 57.5 60.2
(51.0/62.0) (51.9 /62.2) (56.5/63.4)
Bacteroidia Horses | 39.0 37.2 35.0
(35.0/40.5) (34.0/40.4) (32.7/36.5)
Ponies | 40.9 36.6 32.1
(33.1/43.6) (29.4/42.9) (29.0/38.3)
Class Breed | t1 t2 t3
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Spirochaetia Horses | 3.15 1.70 2.39
(1.78/3.92) (1.61/2.46) (1.72/3.13)

Ponies | 1.90 1.80 1.70
(1.58/2.90) (1.58/1.99) (0.94/2.25)

Fibrobacteria Horses | 1.90? 0.98° 1.11%*
(1.06/2.45) (0.85/1.29) (0.59/1.84)

Ponies | 0.78 0.80 0.38*
(0.51/2.31) (0.65/1.70) (0.09/0.88)

Bacilli Horses | 0.39? 0.422 1.21°
(0.23/0.66) (0.27/0.61) (0.81/2.37)

Coriobacteriia Horses | 0.37? 0.34% 0.80°
(0.29/0.49) (0.30/0.43) (0.52/1.29)

Ponies | 0.33? 0.39° 0.77°
(0.30/0.49) (0.33/0.59) (0.67/1.25)

Negativicutes Horses | 0.31 0.57 0.49
(0.12/0.38) (0.41/0.70) (0.39/0.57)

Ponies | 0.32° 0.81° 0.39?
(0.27/0.64) (0.41/1.24) (0.23/0.84)

a, b medians with different subscript letters differ significantly within a row (p < 0.05)

*, # medians with different subscript symbols differ significantly within a column (p < 0.05)
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S4 Table: Relative abundance of Orders in the faeces of horses and ponies with an overall median relative

abundance over 0.4 % at the three sampling points presented as median and 25/ 75 percentiles in brackets.

Order Breed | t1 t2 t3
Clostridiales Horses | 54.4 56.1 56.7
(52.0/59.7) (54.2/59.5) (53.6/60.7)
Ponies | 53.3 57.5 60.2
(51.0/62.0) (51.9/62.2) (56.5/63.4)
Bacteroidales Horses | 39.0 37.2 35.0
(35.0/40.5) (33.8/40.4) (32.6/36.4)
Ponies | 40.9 36.6 32.1
(33.1/43.6) (29.4/42.9) (29.0/ 38.3)
Spirochaetales Horses | 3.15 1.70 2.39
(1.78/3.92) (1.61/2.46) (1.72/3.13)
Ponies | 1.90 1.79 1.70
(1.58/2.90) (1.58/2.00) (0.94/2.25)
Fibrobacterales Horses | 1.90 0.98 1.11%
(1.06/2.45) (0.85/1.29) (0.59/1.84)
Ponies | 0.78° 0.80° 0.38"
(0.51/2.31) (0.65/1.70) (0.09/0.88)
Lactobacillales Horses | 0.39 0.42 1.23
(0.23/0.66) (0.27/0.61) (0.78/ 2.35)
Coriobacteriales | Horses | 0.37° 0.34%° 0.80°
(0.30/0.49) (0.29/0.43) (0.52/1.29)
Ponies | 0.332 0.39? 0.77°
(0.30/0.49) (0.33/0.60) (0.67/1.25)
Selenomonadales | Horses | 0.31 0.57 0.49
(0.12/0.38) (0.41/0.70) (0.39/0.57)
Ponies | 0.32° 0.8° 0.39°
(0.27/0.64) (0.41/1.24) (0.23/0.84)

a, b medians with different subscript letters differ significantly within a row (p < 0.05)

*, # medians with different subscript symbols differ significantly within a column (p < 0.05)
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S5 Table: Relative abundance of Families in the faeces of horses and ponies with an overall median relative

abundance over 0.4 % at the three sampling points presented as median and 25/ 75 percentiles in brackets.

Family Breed |tl1 t2 t3
Ruminococcaceae Horses | 25.0° 24.2° 21.4°%
(22.5/29.1) (22.7/31.9) (19.0/22.6)
Ponies | 24.5 27.2 25.2%*
(23.9/32.2) (24.1/33.9) (20.9/26.1)
Lachnospiraceae Horses | 23.9° 22.9% 31.3°
(20.5/25.6) (20.8/26.4) (25.9/32.5)
Ponies | 22.7 22.7 26.8
(20.7/23.3) (20.8/25.0) (24.0/28.6)
p-251-05 Horses | 14.1 12.4 11.5
(10.6/15.5) (8.88/13.8) (8.59/13.9)
Ponies | 12.9 9.96 8.55
(6.38/13.8) (7.23/11.9) (3.08/ 10.3)
Prevotellaceae Horses | 10.8 9.97 11.6
(8.12/11.9) (7.55/11.7) (10.1/ 13.0)
Ponies | 8.34 10.4 9.88
(6.46/9.94) (6.83/13.2) (5.34/12.3)
Rikenellaceae Horses | 7.15 5.63 4.80"
(5.33/7.65) (4.19/6.39) (4.18/6.17)
Ponies | 7.40° 5.58° 6.80°"
(4.51/8.17) (4.77/5.93) (5.56/9.50)
FO82 Horses | 2.66%* 4.46° 1.50%%
(1.81/2.84) (2.13/9.44) (1.10/1.88)
Ponies | 6.34° 5.67 5.16°
(4.09/9.94) (3.29/7.00) (2.65/5.74)
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Family Breed | t1 t2 t3
Christensenellaceae | Horses | 2.95 3.29 3.33
(2.55/3.25) (2.99/3.68) (2.99/3.96)
Ponies | 3.31 4.30 3.87
(2.96/3.71) (3.33/4.85) (3.08/6.95)
Spirochaetaceae Horses | 3.15 1.70 2.39
(1.78/3.92) (1.62/2.46) (1.72/3.13)
Ponies | 1.90 1.80 1.70
(1.58/2.90) (1.58/2.00) (0.94/2.25)
Family XIlI Horses | 1.91 1.91 2.01
(1.67/2.27) (1.85/2.42) (1.64/2.86)
Ponies | 1.80 2.15 3.09
(1.64/1.97) (1.90/2.46) (1.48/4.26)
Bacteroidales UCG- | Horses | 1.14 0.90 0.60"
001 (0.94/1.84) (0.62/1.39) (0.52/0.93)
Ponies | 1.22 0.90 1.217
(1.02/1.64) (0.75/1.13) (1.03/142)
Fibrobacteraceae Horses | 1.90? 0.98° 1.11%
(1.06/2.45) (0.85/1.29) (0.59/1.84)
Ponies | 0.78 0.80 0.38"
(0.51/2.31) (0.65/1.70) (0.09/0.88)
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Family Breed | t1 t2 t3
Paludibacteraceae | Horses | 0.68 0.35 0.26
(0.26/0.81) (0.19/1.15) (0.13/0.67)
Ponies | 0.44 0.57 0.12
(0.17/1.66) (0.34/1.07) (0.05/ 0.79)
Muribaculaceae Horses | 0.75 1.55 1.24
(0.61/1.17) (1.10/1.74) (0.84/2.81)
Ponies | 0.932 1.62° 1.142
(0.47/1.93) (1.13/2.64) (0.72/1.57)
Bacteroidales RF16 | Horses | 0.812 0.45% 0.29°
group (0.59/1.00) (0.28/0.63) (0.13/0.50)
Ponies | 0.622 0.40% 0.17°
(0.36/0.89) (0.35/0.49) (0.14/0.28)
Veillonellaceae Horses | 0.31 0.57 0.49
(0.12/0.38) (0.41/0.70) (0.39/0.57)
Ponies | 0.322 0.81° 0.39°
(0.27/0.64) (0.41/1.24) (0.23/0.84)

a, b medians with different subscript letters differ significantly within a row (p < 0.05)

*, # medians with different subscript symbols differ significantly within a column (p < 0.05)
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H, produziert [19]. Einen groRen Einfluss auf die Zusammenset-
zung der intestinalen Mikrobiota und das Milieu im Dickdarm hat
die Fitterung. So fiihrt beispielsweise eine starkereiche Fiitterung
zu einem Anstieg von Bakterien, die Starke verwerten und Lak-
tat produzieren [15][25][31][40], wéhrend die Anzahl der fir die
Faserverdauung zustdndigen zellulolytischen Bakterien sinkt [15]
[31][40][43][45]. Dadurch kommt es zu einem Anstieg der Laktat-
und SCFA-Konzentration sowie zum Abfall des pH-Werts im Dick-
darmchymus [25][32]. Anderungen in der Zusammensetzung die-
ser komplexen Mikrobiota werden auch bei Erkrankungen wie Kolik
[79], Hufrehe [72], Kolitis [9], Grass Sickness [47] und Durchfall [68]
beobachtet. Nach jetzigem Forschungsstand ist jedoch unklar, ob
diese Verdanderungen die Ursache der auftretenden Erkrankung
sind oder sich infolge von Schmerz, Stress und Veranderungen der
Darmmotilitat entwickeln, die mit den beschriebenen Erkrankun-
gen einhergehen [12]. Dennoch wird immer wieder versucht, die
equine Mikrobiota prophylaktisch oder therapeutisch durch Gabe
von Probiotika zu beeinflussen.

Mikrobiota im Magen-Darm-Trakt

Adulte Pferde

Der Begriff Mikrobiota beschreibt alle mikroskopisch sichtbaren le-
benden Organismen einer Region [5]. Im Dickdarm des Pferdes ge-
héren dazu beispielsweise neben den Bakterien Protozoen, Viren,
Pilze und Archaea [16][76]. Wahrend eine bakterielle Besiedelung
beim Pferd im gesamten MDT einschlieRlich des Magens beschrie-
benwurde [10][22], gibt es bis jetzt keine Studien zum Vorkommen
weiterer Mikroorganismen der equinen Mikrobiota in den vorderen
Abschnitten des MDT wie Magen oder Diinndarm [42]. Die Bakte-
rien, die den Giberwiegenden Bestandteil der equinen Mikrobiota
darstellen [4][76], werden taxonomisch zundchst in Stimme un-
terteilt, die wiederum in Klassen mit unterschiedlichen Ordnungen
gegliedert sind. Eine Ordnung enthdlt mehrere Familien, die ver-
schiedene Genera umfassen (Beispiel in > Tab. 1).

Die Mikrobiota des equinen MDT kann mittels unterschiedli-
cher Kultivierungsmethoden untersucht werden. Da die meisten
derim MDT angesiedelten Mikroorganismen nur unter anaeroben
Bedingungen wachsen, ist eine solche Kultivierung jedoch sehr auf-
wendig und nichtin der Lage, alle im MDT vorkommenden Spezies
nachzuweisen [42]. Zudem muss bei Kultivierungsverfahren die
Lebens- bzw. Vermehrungsfahigkeit der Bakterien gegeben sein.
Eine erfolgreiche Kultivierung setzt des Weiteren Kenntnisse zu den
spezifischen Wachstumsfaktoren und -anforderungen der Bakte-
rien voraus. Die kulturunabhdngigen Methoden wie das Next Ge-
neration Sequencing sind deshalb besser geeignet, um die Mikro-
biota des Pferdes in ihrer Gesamtheit, und auch unabhéngig von
der Lebens- bzw. Vermehrungsfahigkeit der Bakterien, zu untersu-
chen. Mittels Sequenzierung konnte die bakterielle Besiedelung im
kompletten MDT des Pferdes aufgezeigt werden (> Abb. 1), wobei
die Diversitat der Mikrobiota vom Magen in Richtung Dickdarm zu-
nimmt [10]. Ferner wurde festgestellt, dass das Vorkommen unter-
schiedlicher Bakterienstimme in den einzelnen Abschnitten des
MDT stark differiert [10][22]. Im Magen und Duodenum dominiert
der Stamm Firmicutes. Dies gilt ebenso fiir das Jejunum und lleum,
wobei hier auch der Stamm Proteobacteria sehr prominent ist. Hin-
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»Tab. 1 Beispielhafte Darstellung der taxonomischen Einteilung
der Bakterien anhand des Genus Lachnospira

»Table 1 Exemplary description of the taxonomic classification of

the bacterial kingdom based on the Genus Lachnospira.

Taxonomische Einteilung Beispiel Genus Lachnospira

Stamm (Phylum) Firmicutes
Klasse Clostridia
Ordnung Clostridiales
Familie Lachnospiracea
Genus Lachnospira

ter der lleozédkalklappe ist der Stamm Proteobacteria im Zakum
deutlich seltener vertreten, wihrend je nach Studienergebnis die
Stamme Verrucomicrobia [10] bzw. Bacteroidetes [18][22] nach
den Firmicutes die zweithaufigsten Bakterienstamme im Dickdarm
darstellen. Auch wenn sich die bakterielle Mikrobiota im Dickdarm
auf Ebene der Bakterienstimme relativ uniform darstellt, beste-
hen nach differenzierten Untersuchungen der verschiedenen Dick-
darmabschnitte deutliche Unterschiede zwischen der bakteriellen
Mikrobiota auf Ebene der Bakterienfamilien und -gattungen pro-
ximal und distal der Flexura pelvina [18][42]. Deshalb erméglicht
die Untersuchung von Kotproben lediglich zuverlassige Aussagen
tiber die Mikrobiota der distalen Dickdarmabschnitte wie Colon
dorsale und Colon descendens.

Innerhalb des Bakterienstamms Firmicutes, der den dominie-
renden Stamm im MDT des Pferdes darstellt, sind Bacilli die vor-
herrschende Bakterienklasse im Magen und Duodenum, wihrend
im Dickdarm die Klasse Clostridia stark vertreten ist [10].

Die oben genannten Befunde beziehen sich auf Pferde, die ent-
weder aufgrund von Erkrankungen, die nicht mit dem MDT in Zu-
sammenhang standen, eingeschlafert [10][22] oder gesund zur
Fleischgewinnung geschlachtet wurden [18]. Da jedoch auch
Stressfaktoren wie Transport [23][66], Nahrungsentzug [66], Ands-
thesie [66] oder extreme Arbeit [35] die Mikrobiota verandern kon-
nen, ist es nahezu unmaglich, Versuchstiere zu finden, bei denen
sich Verdnderungen in der Mikrobiota durch Stressfaktoren aus-
schlieRen lassen. Sofern Angaben zur Fiitterung gemacht wurden,
bestanden die Rationen der Pferde entweder aus Gras und Heu [18]
oder aus Heu und teilweise moderaten, nicht ndher spezifizierten
Kraftfuttermengen [10].

Anaerobe Pilze, Protozoen und Archaea, die nur einen sehr ge-
ringen Anteil an der intestinalen Mikrobiota des Pferdes ausmachen
[76], wurden in allen Abschnitten des Dickdarms nachgewiesen
[16]. Shepherd et al. [70] identifizierten1 % der im Kot ermittelten
Sequenzen als Archaea. Wéhrend die anaeroben Pilze alle Dick-
darmabschnitte gleichméRig besiedeln, kommen Protozoen und
Archaea vorwiegend im Colon dorsale dextrum vor [16].

Fohlen

Nach neuesten Untersuchungen mittels Sequenzierung besitzen
Fohlen bereits nach der Geburt eine sehr diverse fikale bakteriel-
le Mikrobiota, die durch den Stamm Firmicutes dominiert wird
(» Abb. 2). Im Alter von 2-30 Tagen herrscht das Genus Akker-
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> Abb. 1 Bakterielle Mikrobiota in den verschiedenen Kompartimenten des equinen Magen-Darm-Trakts (nach Daten von Costa et al. [10])

(© K. Langner)

»Fig. 1 Bacterial microbiota in the different compartments of the equine gastrointestinal tract (according to data from Costa et al. [10])

(© K. Langner).
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> Abb. 2 Entwicklung der fikalen Mikrobiota beim Fohlen (nach Daten von Costa et al. [11]). p. p.: post partum (© K. Langner).

»Fig. 2 Development of the faecal microbiota in foals (according to data from Costa et al. [11]). p. p.: post partum (© K. Langner).

mansia vor, ein Muzin abbauendes Bakterium, das zum Stamm der
Verrucomicrobia gehért. Dadurch sind die Stdmme Verrucomicro-
bia und Firmicutes zu diesem Zeitpunkt zu gleichen Teilen in der fa-
kalen bakteriellen Mikrobiota der Fohlen vertreten. Ab dem 31. Le-
benstag dominiert dann wieder der Stamm Firmicutes. Im Lauf der
Entwicklung der Fohlen wird ihre fakale bakterielle Mikrobiota der
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ihrer Mitter immer dhnlicher und die Diversitét im Kot nimmt ab.
Ab dem 60. Tag bleibt die fiakale Mikrobiota der Fohlen weitest-
gehend konstant und dhnelt der ihrer Miitter. Nach dem Absetzen
der Fohlen am 180. Tag kommt es zu einem Anstieg des Stamms
Fibrobacteres im Kot [11].
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Verdanderungen der equinen Mikrobiota bei
Durchfall, Kolitis und Grass Sickness

Bei adulten Pferden und Fohlen mit Durchfallsymptomen war die
Anzahl der unterschiedlichen Bakterienspezies im Kot erheblich
geringer als bei gesunden Tieren [61][68]. AuRerdem konnten die
zur Bakterienklasse Clostridia geh6renden Familien Lachnospira-
ceae [9][68] und Ruminococcaceae [61][68] deutlich hiufiger bei
gesunden als bei an Durchfall erkrankten Tieren im Kot nachge-
wiesen werden.

Bei Pferden, die an einer Kolitis litten, zeigten sich im Vergleich
zu gesunden Kontrolltieren auf Ebene der Bakterienstdamme deut-
liche Unterschiede im Kot [9]. So war bei Ersteren Bacteroidetes
mit 40 % der am haufigsten vertretene Bakterienstamm, gefolgt
von Firmicutes (30 %) und Proteobacteria (18 %), wobei der Nach-
weis im Kot erfolgte. Dagegen stellte bei den gesunden Tieren Fir-
micutes (68 %) den dominanten Bakterienstamm dar, gefolgt von
Bacteroidetes (14 %) und Proteobacteria (10 %). Eine dhnliche Ten-
denz ermittelten Rodriguez et al. [61] bei Pferden mit Durchfall:
Der Stamm Firmicutes (zu dem auch die Klasse der Clostridia ge-
hort) lag im Kot reduziert vor, wihrend beim Stamm Verrucomic-
robia ein Anstieg zu verzeichnen war.

Die bei Pferden mit Grass Sickness (EGS) nachgewiesenen Dys-
biosen dhnelten ebenfalls denen von Pferden mit Kolitis [9][47]. So
stellten Leng et al. [47] bei der Untersuchung der fékalen Mikrobio-
tavon 19 an Grass Sickness erkrankten Pferden fest, dass im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe die Stimme Bacteroidetes und Proteo-
bacteria vermehrt auftraten und die Stdmme Firmicutes und Ver-
rucomicrobia deutlich seltener vorkamen. Die Familie Clostridia,
zu der auch das als moglicher Mitverursacher der EGS geltende
Bakterium Clostridium botulinum gehért [60], war bei den an EGS

100%
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70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

Schoster et al. (66)

H Firmicutes
Actinobacteria

I
0%

Shepherd et al. (70)

= Bacteroidetes
m Spirochaetes

erkrankten Pferden seltener im Kot nachzuweisen als bei der Kon-
trollgruppe [47].

Einfluss der Flitterung auf die intestinale
Mikrobiota
Fiitterung von Heu

Studien, die mittels Sequenzierung die bakterielle Mikrobiota im
Kot von ausschlieBlich mit Heu gefiitterten Pferden untersuch-
ten, ergaben, dass bei diesen der Stamm Firmicutes dominiert
(»Abb. 3) [17][66][70]. Dieser grampositive Bakterienstamm wird
bei Heufiitterung vorwiegend durch die Klasse Clostridia reprasen-
tiert [66]. Obwohl zu dieser Klasse auch einige Spezies gehoren,
die Erkrankungen auslésen kénnen, hat sich in den letzten Jahren
gezeigt, dass die Clostridien in der Mikrobiota des equinen MDT
vermutlich eine wichtige Rolle spielen. So werden beispielsweise
die Bakterienfamilien Lachnospiraceae und Ruminococcaceae all-
gemein mit Darmgesundheit assoziiert [9][68]. Als zweithaufigst
auftretender Bakterienstamm bei Heuflitterung wurde in einigen
Studien Verrucomicrobia [66][70] identifiziert, in einer anderen
Untersuchung [17] der Stamm Bacteroidetes.

Trotz der vorliegenden Studien zur Zusammensetzung der
bakteriellen Mikrobiota des Pferdes lassen sich keine klaren Aus-
sagen zur physiologischen equinen Mikrobiota treffen. Zum einen
schwankt die Zusammensetzung der Mikrobiota trotz identischer
Fitterung tierindividuell erheblich [3]. Zum anderen gibt es Hin-
weise, dass die verwendeten Sequenzierungs- und DNA-Extrakti-
onsmethoden die Ergebnisse erheblich beeinflussen [4][71], wes-
halb ein Vergleich von Studien, die unterschiedliche Methoden ver-
wendet haben, nur bedingt méglich ist.

Dougal et al. (17)

Proteobacteria
= Verrucomicrobia

> Abb. 3 Zusammensetzung der fakalen bakteriellen Mikrobiota bei Heufiitterung (nach Daten von Schoster et al. [66], Shepherd et al. [70] und

Dougal et al. [17]) (© K. Langner)

»Fig. 3 Composition of the faecal bacterial microbiota after feeding hay (according to data from Schoster et al. [66], Shepherd et al. [70] and

Dougal et al. [17]) (© K. Langner).
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Fiitterung von Silage oder Heulage

Silage weist im Vergleich zu Heu aufgrund der Herstellung durch
Milchsduregarung einen deutlich niedrigeren pH-Wert und gerin-
gere Zuckergehalte sowie héhere Laktat- und SCFA-Gehalte auf
(»Tab. 2). Die aus stark getrocknetem Material hergestellten Heu-
lagen bieten schlechtere Bedingungen fiir die Milchsduregdrung
[34] und haben verglichen mit Silagen hohere pH-Werte und ho-
here Zuckergehalte sowie geringere Laktat- und SCFA-Gehalte [55]
[57]. Mehrere Untersuchungen tiberpriiften mittels Kultivierungs-
methoden an fistulierten Pferden die Auswirkungen konservier-
ter Futtermittel auf die Mikrobiota und das Milieu im Kolon und
Kot. Nennenswerte Verdnderungen zeigten sich weder unmittel-
bar nach der Futterumstellung von Heu (Trockensubstanz[TS])-Ge-
halt 81 %) auf Silage (TS-Gehalt 36 %) oder Heulage (TS-Gehalt 55 %)
[55] noch beilangerfristiger Fiitterung von Heulage und Silage [57].

> Tab. 3 zeigt die nach 21-tdgiger Fiitterung von Heu, Heulage
und Silage kultivierten Bakteriengruppen und den pH-Wert fiir die
verschiedenen Arten der Griinfutterkonservierung. Bei der Fiitte-
rung von Heulage konnten weniger Streptokokken kultiviert wer-
den als bei der Fiitterung von Heu oder Silage. Da aber die Fiitte-
rung die Gesamtzahl der laktatproduzierenden Bakterien, zu denen
die Streptokokken gehoren, und die Laktatkonzentration im Kolon-
chymus nicht signifikant beeinflusste, hat dieses Ergebnis vermut-
lich keine Relevanz. Entgegen der landldufigen Meinung fanden
sich keine wissenschaftlich fundierten Hinweise fiir eine Azidierung

»Tab. 2 Futtermittelkundliche Daten von Silage, Heulage und Heu
(nach Daten von Miiller et al. [57] und Muhonen et al. [55])

»Table 2 Data concerning the feed characteristics of silage, hay-
lage and hay (according to data from Miiller et al. [57] and Muhonen
etal. [55]).

Parameter Silage Heulage Heu
Trockensubstanz (TS) (%) 36 55 81
Glukose (gfkg TS) 31 49 42
Laktat (g/kg TS) 43 13 0,3
pH-Wert 4,4 5,6 5,96

des Dickdarmchymus oder massive Verschiebungen in der bakte-
riellen Mikrobiota durch die Fiitterung von Silage und Heulage.
Aus wissenschaftlicher Sicht gibt es daher keinen Grund, auf Silage
und Heulage als Raufutter pauschal zu verzichten, wobei vor allem
Pferde mit Asthma von einer solchen Fiitterung profitieren [75].

Fiitterung von starkereichem Kraftfutter

Im Vergleich zu anderen Tierarten weisen Pferde im Speichel keine
und im Diinndarm eine deutlich geringere Aktivitat des Enzyms
Amylase auf, das fiir den Abbau von Polysacchariden wie z. B. Star-
ke notwendig ist. Dies beruht wahrscheinlich auf der evolutiondren
Anpassung des Pferdes an eine starkearme Ration, die vorwiegend
aus pflanzlichen Zellwandbestandteilen besteht [21]. Eine Fiitte-
rung von mehr als 200 g Starke pro 100 Kilogramm Korpermasse
und Mahlzeit tiberschreitet die prazdkale Verdauungskapazitat des
Pferdes und Starke gelangt in den Dickdarm [41]. Verschiedene Au-
toren untersuchten die Auswirkungen der Anflutung von Stérke auf
die bakterielle Mikrobiota und das Milieu des Dickdarms. Im Fokus
standen die unterschiedlichen funktionellen Bakteriengruppen im
Zékum- und Kolonchymus bei Pferden mit Darmfisteln.

Durch die Anflutung von Stdrke im Dickdarm steigt die Anzahl
der starkeverwertenden Bakterien, zu denen auch Laktobazillen
und Streptokokken gehoren [15][25][31][40]. Diese Bakterien fer-
mentieren Starke und produzieren neben Gasen und SCFAs wie
Propionat hauptsachlich Laktat [40][43]. Als Konsequenz starke-
reicher Mahlzeiten steigt die Laktatkonzentration im Dickdarmchy-
mus [13][25][31][40][45]. Zudem erhdht sich die Gesamtzahl der
anaeroben Bakterien [15][25][31][40], wodurch auch mehr SCFAs
gebildet werden [25][31][32][40][45]. Laktat und SCFAs fiihren zu
einer Azidierung des Dickdarmmilieus, sodass nach Uberschreitung
der vorhandenen Pufferkapazitdt der pH-Wert im Dickdarmchy-
mus absinkt [32][40][45]. Durch den verringerten pH-Wert geht
die Anzahl der fir die Faserverdauung zustandigen zellulolytischen
Bakterien, die sdureintolerant sind, zurlick [15][31][40][43][45],
wdhrend sich sduretolerante Bakterien wie Laktobazillen und Strep-
tokokken verstarkt vermehren [25]. Des Weiteren steigt die Zahl
der laktatverwertenden Bakterien [15][31]. Da die zellulolytischen
Bakterien vorwiegend Azetat und die laktatverwertenden Bakte-
rien vermehrt Propionat produzieren [43], fihrt die verdnderte Zu-
sammensetzung der funktionellen Bakteriengruppen im Dickdarm

»Tab. 3 Bakterienzahl (Angabe als logarithmierter Wert der koloniebildenden Einheiten pro Gramm) und pH-Wert nach 21-tdgiger Fiitterung von
Silage, Heulage oder Heu als Mittelwert der beiden Probenentnahmeorte rechte ventrale Kolonlage und Kot (nach Daten von Mdiller et al. [57])

»Table 3 Microbial counts (indicated in log colony forming units per gram) and pH after feeding silage, haylage or hay for 21 days as a mean of
the two sampling locations of the right ventral colon and faeces (according to data from Mdiller et al. [57]).

Futtermittel Zellulolytische Gesamtzahl Laktatverwertende Laktatproduzierende Streptococci pH-Wert
Bakterien Anaerobier Bakterien Bakterien
Silage 5,4 8,0 7.4 7,0 6,12 6,81
Heulage 5,5 83 7.3 6,4 5,7b 6,64
Heu 5,4 8,0 7,6 6,8 6,72 6,75
ab Unterschiedliche Kleinbuchstaben weisen auf eine Differenz mit einem Signifikanzniveau von p<0,05 hin.
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auch zu einem verdnderten Muster der SCFAs. Der Propionatanteil
steigt, der Anteil an Azetat nimmt ab, sodass der Azetat/Propio-
nat-Quotient sinkt [22][23][29][33].

Verdnderungen in der Mikrobiota durch starkereiche Rationen
werden vielfach mit der Auslésung von Hufrehe in Verbindung ge-
bracht. Bei Untersuchungen der Mikrobiota wéhrend der experi-
mentellen Auslésung einer Hufrehe durch Uberlastung des MDT mit
Oligofructose oder Starke lieR sich unmittelbar vor Beginn der Hu-
frehesymptomatik ein Anstieg von Streptokokken und Laktobazil-
len im Zdkumchymus und Kot der Pferde nachweisen [51][53]. Die
Zunahme dieser laktatproduzierenden Bakterien bewirkte einen
Anstieg der Laktatkonzentration und einen Abfall des pH-Werts
auf bis zu 4 im Zakumchymus [51][52]. Dieser niedrige pH-Wert
im Dickdarm und die hohe Laktatkonzentration fiihren zu einer er-
hohten Permeabilitdt der Darmmukosa [2]. Dadurch kénnen ver-
mutlich bakterielle Endotoxine, die beim Zerfall von Bakterien im
Darm freigesetzt werden, sowie von den Darmbakterien gebildete
Exotoxine und Monoamine vermehrt in die Blutbahn der Pferde ge-
langen. Die genannten Toxine und Monoamine werden als Trigger-
faktoren bei der Auslosung der Hufrehe diskutiert, wobei die Rolle
der einzelnen Faktoren nicht abschlieBend geklart ist [2].

Zur Frage, inwieweit die im Kolon- und Zakumchymus beobach-
teten Veranderungen im Kot nachvollzogen werden kénnen, gibt
es heterogene Ergebnisse. Einige Untersucher wiesen bei stéarkerei-
cher Fiitterung im Kot ahnliche Veranderungen der bakteriellen Mi-
krobiota wie in Zdkum und Kolon nach [31][33], wéhrend sich das
in anderen Untersuchungen nicht bestdtigen liel [26].

Studien, in denen mittels Sequenzierung der Einfluss einer star-
kereichen Fiitterung im Chymus von Zakum und Kolon untersucht
wurde, ergaben, dass bei starkereicher Fiitterung die Diversitdt der
bakteriellen Mikrobiota abnimmt [32][45]. AuBerdem wurde ein
Anstieg der laktatproduzierenden und starkeverwertenden Bacil-
lus-Lactobacillus-Streptokokkus-Gruppe festgestellt, wahrend das
zellulolytische Genus Fibrobacter seltener vorkam [13].

AbschlieBend Idsst sich feststellen, dass es auf dem Gebiet der
Interaktion zwischen der intestinalen Mikrobiota des Pferdes und
der Fiitterung einen erheblichen Forschungsbedarf gibt. In Zukunft
ware es wiinschenswert, dass einheitliche Protokolle fiir die DNA-
Extraktion und die Sequenzierung verwendet werden, um eine bes-
sere Vergleichbarkeit der Studien zu erreichen.

Probiotika

Probiotika sind laut Definition der Weltgesundheitsorganisation
(WHO) sowie der Erndhrungs- und Landwirtschaftsorganisation
(FAO) ,lebende Mikroorganismen, die bei Aufnahme in ausreichen-
der Menge einen gesundheitlichen Nutzen fiir den Wirt haben*
[37]. Diese sind abzugrenzen von den Prabiotika, bei denen es sich
laut FAOJWHO um ,unverdaubare Nahrungsbestandteile handelt,
die das Wachstum von schon vorhandenen niitzlichen Bakterien
férdern, um die Gesundheit des Wirtes zu verbessern“ [37].
Probiotika sind laut der Verordnung EG (1831/2003) , Futter-
mittelzusatzstoffe“ und bediirfen einer Zulassung durch die Euro-
pdische Kommission. Dazu muss nachgewiesen werden, dass der
Futtermittelzusatzstoff keine schadlichen Auswirkungen auf Tier,
Mensch und Umwelt hat, nicht in einer Weise angeboten wird, die
den Anwender irrefiihrt, tierische Erzeugnisse nicht nachteilig be-
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einflusst und Verbraucher nicht beztiglich der Beschaffenheit eines
tierischen Erzeugnisses tauscht. Des Weiteren muss fiir die Zulas-
sung eines Futtermittelzusatzstoffes ein Nachweis tiber dessen Wir-
kung erbracht werden. Im Gegensatz zu den landwirtschaftlichen
Nutztieren stehen beim Pferd dabei nicht leistungssteigernde, son-
dern gesundheitsfordernde Wirkungen im Vordergrund [46]. Diese
konnen durch eine Verbesserung der Verdaulichkeit von Futter-
mitteln oder eine positive Wirkung auf die Magen-Darm-Flora er-
reicht werden. Eine Zulassung als Futtermittelzusatzstoff erfolgt fiir
10 Jahre, jeweils fir eine definierte Tierart und einen bestimmten
Anwendungsbereich. Alle zugelassenen Zusatzstoffe lassen sich in
einem Gemeinschaftsregister der Europdischen Union (EU) einse-
hen. Aktuell (Stand Dezember 2018) sind in der EU fiir Pferde le-
diglich vier Stamme der Hefe Saccharomyces cerevisiae als Futter-
mittelzusatzstoff zugelassen. Dreiin der Kategorie der ,,Verdaulich-
keitsforderer” (CBS 493.94, CNCM I-1077, NCYC Sc 47) und einer
in der Kategorie der ,Darmflorastabilisatoren“ (MUCL 39885). Bis
vor 3 Jahren war auch ein E.-coli-Stamm zur Verbesserung der Kot-
konsistenz beim Pferd zugelassen.

Folgende Mechanismen werden fiir mogliche gesundheitsfor-
dernde Effekte von Probiotika diskutiert: eine Modulation des Im-
munsystems, die Produktion antimikrobieller Substanzen, eine
kompetitive Verdrangung von pathogenen Bakterien sowie eine
Inaktivierung bakterieller Toxine [69]. Neben diesen gesundheits-
fordernden Effekten miissen probiotische Mikroorganismen jedoch
auch in der Lage sein, in einer von Saure und Gallensduren domi-
nierten Umgebung wie dem Magen und dem Diinndarm zu tber-
leben, um zu ihrem Wirkungsort im Dickdarm gelangen zu kénnen
(siehe Ubersicht S.42). AuRerdem ist es wiinschenswert, dass sich
die probiotischen Mikroorganismen im Dickdarm ansiedeln. Dies
fihrt zum einen zu einer héheren Konzentration der Probiotika im
Dickdarm, zum anderen zu einer langeren Wirkung, auch tiber die
Applikation des Probiotikums hinaus. Ob die Verwendung von Mi-
kroorganismen, die aus der Mikrobiota der Zielspezies isoliert wur-
den, Vorteile fiir das Erreichen einer solchen Kolonisation im Dick-
darm bringt, konnte bis jetzt nicht abschlieBend geklédrt werden
[69]. Als Probiotikum eignen sich auRerdem sauerstofftolerante
Mikroorganismen, da diese problemlos den Herstellungsprozess
und die Lagerung tiberleben [78].

Einsatz von Saccharomyces cerevisiae

Die meisten Studien beim Pferd wurden zum Einsatz der Hefe
Saccharomyces cerevisiae (SC) publiziert (> Tab. 4), deren probioti-
sche Stamme aktuell als einzige fiir das Pferd zugelassen sind (Stand
Dezember 2018). Postuliert wird, dass der Einsatz von SC durch For-
derung des Wachstums zellulolytischer Bakterien die Verdaulich-
keit verbessert, vor allem die der Faserfraktionen. AuRerdem soll
SC das Milieu im Dickdarm durch Vermehrung laktatverwertender
Bakterien verbessern, sodass der Laktatgehalt sinkt und der pH-
Wert steigt. Diese Wirkungen wurden bei anderen Tierarten wie
beispielsweise dem Rind nachgewiesen [7].

Im Zdkum und Kolon von Pferden, denen SC nicht als Probioti-
kum verabreicht wurde, konnte SC nicht nachgewiesen werden [39]
[50]. Somit ist davon auszugehen, dass diese Hefe keinen Bestand-
teil der physiologischen equinen Mikrobiota darstellt.

In-vivo-Studien beim Pferd mit unterschiedlichen SC-Stimmen
ergaben hinsichtlich der Wirkungen widersprichliche Ergebnisse.
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»Tab. 4 Ubersicht iiber die wissenschaftlich untersuchten Stimme von Saccharomyces cerevisiae (SC) und deren Effekte in vivo

»Table 4 Overview of the scientifically investigated strains of Saccharomyces cerevisiae (SC) and their effects in vivo.

Quelle

(58]

[30]

[63]

[74]

[23]

[48]

(1

[39]

[38]

[54]

[50]

[28]

[27]

SC-Stamm

Yea Sacc®
(CBS 493.94)

Yea Sacc®
(CBS 493.94)

Procreatin 7®,
Biocell F53®,
Biosaf SC 47®
(NCYC Sc47)

Synergie®
(Y-904)

Levucell®SC
(CNCM 1-1077)

Levucell®SC
(CNCM 1-1077)

Biosprint®
(MUCL 39885)
Yea Sacc®
(CBS 493.94)

Yea Sacc®
(CBS 493.94)

Diamond V XP
Yeast Culture

Yea Sacc®
(CBS 493.94)

Yea Sacc®
(CBS 493.94)

Yea Sacc®
(CBS 493.94)

Stichprobe

it
o

n

n=6, Fisteln im
Zakum und Kolon

n=2

=
il
N

n=6

n=4, Fisteln im
Zakum und Kolon

n=8, 4 mit Fistel
im Zakum und
4 mit Fisteln im
Zakum und Kolon

n=16

n=28, 4 mit Fistel
im Zakum und
4 mit Fisteln im
Zakum und Kolon

n=4 trachtige/
laktierende
Stuten

n=5 trachtige/
laktierende
Stuten

Parameter

qPCR Kot: saccharolytische
und fibrolytische Bakterien

Kolon- und Zékuminhalt:
SCFA, pH, qPCR Bacteroi-
detes und Firmicutis, Kulti-
vierung: Anaerobier und
fibrolytische Bakterien, VQ

Futteraufnahme, Blut-
chemie, VQ, Kot: Anzahl
coliformer Bakterien, In-
vitro-Kotfermentation

Kot: pH, gPCR: Laktoba-
zillen und fibrolytische
Bakterien, VQ

Kot: SCFA, pH, Laktat,
Kultivierung: funk-

tionelle Bakteriengruppen,
molekulare Analyse mittels
TTGE, Blut: Glukose, TP,
Leukozyten

Kot: SCFA, pH, Laktat, VQ,
SC-Konzentration

Futteraufnahme, Kérper-
gewicht, VQ

Kolon- und Zékuminhalt:
Aktivitat der Polysaccha-
ridase und Glykosidhydro-
lase, Kultivierung: funk-
tionelle Bakteriengruppen,
SC-Konzentration

Futteraufnahme, Mean
Retention Time, VQ, IVAD

Futteraufnahme, VQ

Kolon- und Zakuminhalt:
Kultivierung funktioneller
Bakteriengruppen, SC-
Konzentration, SCFA, pH,
Laktat, NH3

Milchproduktion, Zu-
sammensetzung der Milch,
Gewichtszunahme Fohlen

vVQ

Ration

HF: 100 % Heu, HS: 50% Heu,
50% KF (1,8 g Starke/kg KM)

80% Heu, 20 % KF, Vergleich:
frith und spat geschnittenes
Heu

50% KF, 50 % Weizenkleie und
Stroh

HS: 70% KF, 30% Heu (2,059
Starke pro kg KM{Mahlzeit),
HF: 30% KF, 70 % Heu

60 % Heu, 40% Gerste und KF,
maximal 1,8 g Starke/kg KM/
Mahlzeit

1,2 kg Heu/100 kg KM und
2,3kg Mais (2 g Starke/kg KM/
Mahlzeit)

70% Heu/Cras, 30 % KF

HF: 1,2 g Starke/kg KM/Mahl-
zeit, HS: 3,2 g Starke/kg KM/
Mahlzeit

HF: 1,2 g Starke/kg KM/Mahl-
zeit, HS: 3,2 g Starke/kg KM/
Mahlzeit

Heu zwei Qualitdten, 56 g
Getreide pro Pferd/Tag

HF: 1,24 g Starke/kg KM/Mahl-

zeit, HS: 3,22 g Starke/kg KM/
Mahlzeit

50 % Heu, 9% Hafer, 17,5%
Gerste, 17,5% Mais, 2,5%

Melasse, 2,5% Sojamehl, 1% Ca

50% Heu, 9% Hafer, 17,5%
Gerste, 17,5% Mais, 2,5%

Melasse +2,5% Sojamehl, 1% Ca

Effekt von SC

Fibrobacter succinogenes | bei HS

keine

Biocell: Futteraufnahme T, Biosaf:
Blut TP !, Biocell und Procreatin:
Methanproduktion bei Kot-
fermentation 1, Biocell, Biosaf und
Procreatin: VQ T

Fibrobacter succinogenes | bei HS,
RPVQ 1 bei hoher SC-Gabe

Kultivierung: laktatverwertende
Bakterien 1; molekulare Analyse:
isolierte Spezies T; pH | vor
Transport; nach Transport: pH —
(Kontrollgruppe: 1), TTGE-Profile
vor und nach Transport dhnlicher
als bei der Kontrollgruppe

keine

Rohfaser-vQ 1t

Zikum: laktatverwertende Bakte-
rien T und Laktobazillen T bei HS,
Polysaccharidase T, Glykosidhydro-
lase 1

Rohfaser VQ 1, Futteraufnahme
T,IVAD 1

Rohfaser-VQ 1 bei Heu schlechter
Qualitat

Kolon: HF: anaerobe Bakterien |,
Streptokokken !, (Azetat+Butyrat)/
Propionat-Koeffizient 1; HS: Laktat
1, Zakum: HF: Laktobazillen T, HS:
pH-Wert 7, Laktat und NH; {

Milchproduktion 1, Energie,
Zucker-, Fett- und Aminosaurege-
halte Milch 1, Gewichtszunahme
Fohlen 1

Rohfaser, Ca, P: VQ 1 in Trachtig-
keit und Laktation

n: Stichprobe, qPCR: quantitative Polymerase-Kettenreaktion, SCFA: kurzkettige Fettsauren, TP: Totalprotein, VQ: Verdaulichkeit, RP: Rohprotein,

TTGE: Temperaturgradientengelelektrophorese, HF: rohfaserreiche Ration, HS: starkereiche Ration, KF: Kraftfutter, KM: Kérpermasse, IVAD: In-vivo-
Abbaurate der Zellwandfraktionen, 1 signifikanter Anstieg, ! signifikanter Abfall, — gleichbleibend
Die Nummer der Quellen entspricht der Nummer im Literaturverzeichnis.
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Anforderungen an Probiotika (nach Daten von Schoster et

al. [69] und Weese et al. [78])

Requirements of probiotics (according to data from

Schoster et al. [69] and Weese et al. [78]).

= Uberleben in Salz- und Gallensiure dominiertem Milieu
von Magen und Diinndarm

= Aerotoleranz zum Uberleben des Herstellungsprozesses

= Gesundheitsfordernde Effekte

= Kolonisation im Dickdarm

= Keine adversen Effekte wie transferierbare Antibiotika-
resistenzgene

Die von einigen Untersuchern mit SC erzielte héhere Faserverdau-
lichkeit [1][28][38][54][63] lieB sich das in anderen Studien nicht
bestatigen [29][30][48][74]. Ursachen fiir diese Diskrepanz kon-
nen sowohl der Einsatz unterschiedlicher Hefestamme in verschie-
denen Konzentrationen als auch differierende Rationstypen sein.
So wurde die Wirkung von SC bei Fiitterung von Heu unterschied-
licher Qualitaten untersucht [30][54] oder aber bei Fiitterung von
starke- oder rohfaserreichen Rationen [38][39][50][58][74]. Dabei
verwendeten einige Untersucher sehr starkereiche Rationen, deren
Starkeanteil mit 320 g Starke pro 100 kg Kérpermasse (KM) und
Mabhlzeit den maximal empfohlenen Wert von 100 g/100 kg KM pro
Mahlzeit deutlich tiberschritt [38][39][50]. Solche Rationen, die zu
einer Anflutung groRerer Starkemengen im Dickdarm fihren, gel-
ten als Risikofaktoren fiir Dysfunktionen im Dickdarm und sollten
deshalbin der allgemeinen Fiitterungspraxis nicht verwendet wer-
den [41]. AuBerdem fanden in den einzelnen Studien verschiedene
Methoden zur Bestimmung der Verdaulichkeit Anwendung. Zwei
Arbeitsgruppen [1][63], die eine hohere Verdaulichkeit bei Einsatz
unterschiedlicher Hefestdmme nachweisen konnten, verwendeten
die Indikatormethode mit in Salzsdure unléslicher Asche als Marker.
Andere Autoren [28][29][30][38][48][54][74] nutzten die Kollekti-
onsmethode, d. h. die vollstandige und verlustfreie Sammlung des
Kots tiber mehrere Tage, die als Goldstandard fiir Verdaulichkeits-
studien beim Pferd gilt.

Auch hinsichtlich der Beeinflussung des Dickdarmmilieus und
der Mikrobiota differierten die Studienresultate. Medina et al. [50]
bestimmten bei Supplementierung mit SC nach Fiitterung einer
sehr starkereichen Ration im Zakumchymus geringere Laktatkon-
zentrationen und héhere pH-Werte. Dies deckt sich mit den Er-
gebnissen weiterer Autoren zur SC-Supplementierung [23][39],
die héhere Konzentrationen an laktatverwertenden Bakterien im
Zdkumchymus oder Kot bei Pferden nachwiesen, deren Rationen
moderate bzw. sehr hohe Starkegehalte hatten. Andere Untersu-
cher [30][48] stellten hingegen bei einer Ration mit moderatem
Starkegehalt keinen Einfluss einer SC-Supplementierung auf pH-
Wert und Laktatkonzentration im Kolon- und Zakumchymus sowie
im Kot fest.

Trotz Hinweisen auf eine verbesserte Fermentation des pelletier-
ten, rohfaserreicheren Futters [39][50] konnte bei Supplementie-
rung von SC sowohl bei starkereichen als auch bei rohfaserreichen
Rationen (Heu und ein stdrkereiches Erganzungsfutter bzw. nur
Heu) weder im Kolon- und Zdkumchymus noch im Kot eine hohe-

42 Langner K et al. Beeinflussung der equinen

55

re Konzentration an fibrolytischen oder zellulolytischen Bakterien
festgestellt werden [30][58][74]. Stattdessen kam es im Kot sowohl
bei starkereichen als auch bei den genannten rohfaserreichen Ra-
tionen zu einer Reduktion von Fibrobacter succinogenes [58][74].

Mehrere Autoren [39][48][50] bestimmten die Konzentration
von SCim Zdkum, Kolon und im Kot. Dabei ergab sich eine Abnah-
me der SC-Konzentration vom Zakum (4,4 x 10% KBE/ml) zum Kolon
(5,6 x 104 KBE/ml) um zwei Zehnerpotenzen [39]. Im Kot lieBen
sich bei Gabe von SC lediglich 220 + 283 KBE/qg isolieren statt der
erwarteten 1,1 x 10+ 1,7 x 10° KBE/g unter der Bedingung, dass
SC weder verdaut noch kolonisiert wird [48].

Diese Daten deuten darauf hin, dass SC vermutlich das saure Ma-
genmilieu tiberlebt und an seinen Wirkungsort im Dickdarm gelan-
gen kann. Dort findet jedoch wahrscheinlich keine Ansiedlung die-
ser Hefen statt, sondern ihre Konzentration nimmt aufgrund von
Fermentationsprozessen durch die wirtseigene Mikrobiota im Ver-
lauf des Dickdarms sukzessive ab [48].

Einsatz anderer Probiotika beim adulten Pferd

Zwei Studien beschéftigten sich mit dem Einsatz der Hefe Saccha-
romyces boulfardii (SB) zur Behandlung der akuten Enterokolitis
(Durchfalldauer<72 Stunden). Desrochers et al. [14] inkludierten
alle Pferde, die dreimal ungeformten Kot abgesetzt hatten, Boyle
et al. [6] lediglich Pferde mit Durchfall nach antibiotischer Thera-
pie. Beide Arbeitsgruppen konnten SB nach oraler Applikation im
Kot der Tiere nachweisen, wéhrend die Ergebnisse zum Verlauf der
Enterokolitis differierten. Desrochers et al. [14] erzielten durch SB-
Gabe eine Verkiirzung der Durchfalldauer um 2 Tage, Boyle et al.
[6] wiesen keine Unterschiede zwischen der mit SB behandelten
Gruppe und der Kontrollgruppe nach.

Zur Frage, inwieweit die Gabe von Probiotika beim Pferd die Sal-
monellenausscheidung nach einem chirurgischen abdominalen
Eingriff reduzieren kann, liegen zwei Studien vor. Die verwendeten
Multistrain-Probiotika enthielten unterschiedliche Bakterienspezies
der Gattungen Lactobacillus, Streptococcus, Bifidobacterium und En-
terococcus sowie Hefen. Fiir kein Probiotikum war eine Wirkung auf
die Salmonellenausscheidung nachweisbar [44][59].

Des Weiteren gibt es Untersuchungen zu den probiotischen
Stammen Lactobacillus rhamnosus und Enterococcus faecium beim
Pferd [62]. In vivo wurden die Effekte einer Supplementierung die-
ser probiotischen Stamme auf die fakale Mikrobiota einer Jung-
pferde-Gruppe untersucht und in vitro ihre Uberlebensfahigkeit in
einem aus Magen, Jejunum und Zdkum gewonnenen Sterilfiltrat
Gberpriift. In vitro tiberlebten die probiotischen Bakterien ledig-
lich im sauren Magenmilieu langer, nicht jedoch im basischen Mi-
lieu des Jejunums und Zakums. Dies bestétigten die fdkalen Zell-
zahlenin vivo, die bei den Jungpferden im Versuchszeitraum nicht
anstiegen. Auch die Untersuchung des fékalen Milieus und der fa-
kalen Mikrobiota in vivo zeigte, dass durch die Supplementierung
von Lactobaciflus rhamnosus und Enterococcus faecium beim Pferd
keine Verdnderung klinischer Parameter zu erwarten ist [62].

Ein weiteres kommerziell erhdltliches Produkt sind die soge-
nannten effektiven Mikroorganismen (EM). Hierbei handelt es sich
um eine Mischung aus Photosynthesebakterien, Laktobazillen,
Hefen und fermentaktiven Pilzen wie Aspergilius und Penicilfium,
urspriinglich dazu entwickelt, die Bodenqualitdt im 6kologischen
Landbau zu verbessern [8]. EM kdnnen als sogenannte Stammlo-
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»Tab. 5 Ubersicht der beim Fohlen angewendeten Probiotika und deren Effekte

»Table 5 Overview of the probiotics used in foals and their effects.

Quelle  Stichprobe Art der Probiotikum Parameter Effekte des
Studie Probiotikums
[65] n=21 Plazebo, plazebo- Lactobacillus rhamnosus LHR 19 und ~ Zusammensetzung des fakalen keine
n=17 Probiotikum kontrollierte  SP1, L. plantarum LPAL und BG112, Mikrobioms mittels Sequenzierung
Feldstudie Bifidobacterium animalis lactis
[36] n=8 Plazebo, n=7 plazebo- Bacillus cereus var. toyoi Blutbild, Serum-IgG, IKT, Kérper- keine
geringe Dosis, n=10  kontrollierte gewicht, Kotkonsistenz, Kot: TS,
hohe Dosis Feldstudie bakterielle Mikrobiota mittels
Kultivierung
[67] n=36 Plazebo und plazebo- Lactobaciffus rhamnosus LHR 19 und  Kot: Konsistenz, Vorkommen von Durchfall 1, tierarzt-
Probiotikum kontrollierte  SP1, L. plantarum LPAL und BG112, Clostridium difficile und C. perfringens ~ liche Behandlungen 1
Feldstudie Bifidobacterium animalis lactis mittels Kultivierung
[73] n=29 Kontroll- Feldstudie Lactobacifius ruminis KK14, L. equi klinische Uberwachung der Fohlen,  Durchfall |
gruppe, n=101 KK15, L. reuteri KK18, L. johnsonii Kot: Nachweis des Probiotikums
Probiotikum KK21, Bifidobacterium boum HU mittels DEEG
[80] n =283 Kontroll- plazebo- Lactobacillus pentosus WE7 klinische Uberwachung der Fohlen Anorexie T,
gruppe, n=70 kontrollierte Koliksymptome 1,
Probiotikum Feldstudie Durchfall T, tierdrzt-

liche Behandlungen 1

DEEG: Denaturierungsgradientengelelektrophorese, IKT: innere Kérpertemperatur, TS: Trockensubstanz

Die Nummer der Quellen entspricht der Nummer im Literaturverzeichnis.

sung (iber verschiedene Anbieter bezogen werden. Unter Zusatz
von Zuckerrohmelasse und Wasser werden diese vor Gebrauch fiir
mehrere Tage bei 35 °Cinkubiert [20]. Die unter dem Begriff EM ge-
fiihrten Bakterien- und Pilzstdmme sind in der EU nicht als probio-
tische Stamme zugelassen, sodass eine Vermarktung solcher Pro-
dukte einen RechtsverstoR darstellt. Aktuell gibt es jedoch einige
kommerzielle Produkte fiir Pferde, die statt lebender Mikroorganis-
men Krautermischungen enthalten, die zuvor mit EM fermentiert
wurden. Die sogenannten Fermentkrauter stellen einen Graube-
reich dar, da fiir die Silierung ebenfalls nur zugelassene Stamme (EG
1831/2003 , Futtermittelzusatzstoffe*) als Silierzusatzstoffe einge-
setzt werden diirfen. Wissenschaftliche Studien zur Uberlebens-
fahigkeit der EM im MDT oder zu klinischen Effekten bei adulten
Pferden sind den Autoren derzeit nicht bekannt, allerdings wurde
eine Studie zur Fiitterung von Fermentkrautern auf die Pravention
von Magenschleimhautverdanderungen beim Absetzfohlen publi-
ziert [24] (siehe unten).

Einsatz von Probiotika beim Fohlen

Weese et al. [77] zeigten, dass sich Probiotika bei Fohlen, vermut-
lich aufgrund der noch nicht ausgereiften bakteriellen Mikrobio-
ta, besserim Darm ansiedeln als bei adulten Pferden. Verschiedene
Studien beim Fohlen untersuchten die Reduktion der Durchfallhdu-
figkeit durch Gabe von probiotischen Stammen (> Tab. 5). Lediglich
Tanabe et al. [73] erzielten durch Einsatz eines Probiotikums mit
verschiedenen Laktobazillen- und Bifidobakterien-Spezies eine ge-
ringere Pravalenz von Durchféllen bei Fohlen. In weiteren Studien
hatte die Probiotikagabe entweder keinen Einfluss auf die Durch-
fallprdvalenz [36] oder bei den behandelten Tieren traten hdufiger
Durchfélle auf [67][80]. AuRerdem erfolgte bei den mit Probio-
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tika behandelten Fohlen haufiger eine tierdrztliche Intervention
aufgrund des Schweregrads des Durchfalls [67][80], begleitet von
Anorexie und Koliken [67]. Diese negativen Effekte der Probiotika
beruhen wahrscheinlich auf der noch unausgereiften Mikrobiota
der Fohlen, die vermutlich von den probiotischen Mikroorganismen
Gberwuchert wird [64]. Deshalb sollten gerade beim Fohlen die
Vor- und Nachteile einer Anwendung der allgemein als sicher gel-
tenden Probiotika abgewogen werden. Der Einsatz von Ferment-
krdutern zur Pravention stressbedingter Magenschleimhautldsio-
nen beim Absetzen von Fohlen zeigte keine protektiven Effekte
auf die Magenschleimhaut im Vergleich zur Kontrollgruppe [24].

Kottransplantation

Alle bis jetzt untersuchten Probiotika enthalten Mikroorganismen,
die weniger als 1% der Mikrobiota gesunder Equiden reprdsentie-
ren [64]. Dies ist vermutlich ein wesentlicher Grund dafiir, dass in
plazebokontrollierten Versuchen beim Pferd eine Probiotikagabe
vielfach keine Effekte hatte. Deshalb gibt es Ansatze, die Mikrobiota
durch Verabreichung von Kotsuspensionen gesunder Spenderpfer-
de, die die gesamte Bandbreite der equinen Mikrobiota enthalten,
zu stabilisieren. Hinsichtlich der Wirksamkeit einer solchen Kot-
transplantation beim Pferd liegen nur vereinzelte Berichte vor [49]
[56]. Mullen et al. [56] stellten in einer Fallstudie bei drei von vier
an Kolitis erkrankten Pferden nach Kottransplantation eine Verbes-
serung der Kotkonsistenz fest. Sie entwickelten auRerdem ein Pro-
tokoll fiir die Durchfiihrung von Kottransplantationen beim Pferd.
Dem Empfangertier sollten vor der Kottransplantation Protonen-
pumpenhemmer verabreicht werden, um den pH-Wert im Magen
anzuheben, damit die transplantierten sdureempfindlichen Mikro-
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organismen die Magenpassage vermehrungsféhig tiberleben kon-
nen. Des Weiteren muss gegebenenfalls eine antimikrobielle Be-
handlung eingestellt werden, um das Empfangertier auf die Kot-
transplantation vorzubereiten. Als Spendertier sollte ein gesundes,
in den letzten 6 Monaten nicht antibiotisch behandeltes Pferd die-
nen, das eine raufutterbasierte Ration erhalt und aus derselben
Herde oder demselben Stall stammt wie das Empfangertier. Das
Spendertier sollte auf gdngige Infektionen und Darmparasiten un-
tersucht werden und bei auffélligen Befunden nicht herangezo-
gen werden. Verwendung findet rektal gewonnener Kot oder, falls
das Spenderpferd euthanasiert wurde, auch frischer Zakuminhalt.
Das Material wird mit warmem Wasser oder isotonischer Kochsalz-
16sung gemischt und vorsichtig puriert, damit auch die zelluloly-
tischen Bakterien, die sich haufig an Idngeren Halmen befinden,
transplantiert werden kénnen. Von der anschlieBend gesiebten
Suspension kénnen einem adulten Pferd 2-3 | per Nasenschlund-
sonde verabreicht werden. Die tdglich frisch angeriihrte Kotsus-
pension sollte 3 Tage lang appliziert werden [56].

Fazit

Die Analyse von Kotproben ermdglicht nur Aussagen tiber den dis-
talen Abschnitt des Dickdarms beim Pferd [18][42]. Untersuchun-
gen zufolge kommen Vertreter der Bakterienklasse Clostridia, die
die groRte Bakterienklasse im Dickdarm darstellt, hdufiger bei ge-
sunden als bei kranken Pferden vor [9][68]. Hier kénnte Potenzial
fur die Nutzung bestimmter Clostridien-Stamme als Probiotikum
liegen. Problematisch ist bei den Clostridienspezies jedoch, dass
sie als obligat anaerobe Keime nicht sauerstofftolerant sind und
deshalb besondere Herausforderungen an den Herstellungspro-
zess stellen [78].

Die aktuell zugelassenen Stamme der Hefe Saccharomyces cere-
visiae (Stand Dezember 2018) gehéren nicht zur physiologischen
equinen Mikrobiota, was ihre Wirksamkeit stark infrage stellt [39]
[50]. Bei Fohlen fiihrte dariiber hinaus die Gabe von Probiotika teil-
weise zu vermehrtem Auftreten von Durchfall, Anorexie und Kolik-
symptomen, sodass die mit dem Probiotikum behandelte Gruppe
haufiger tierdrztlich behandelt werden musste [67][80].

Hervorzuheben ist, dass eine addquate und leistungsangepasste
Rationsgestaltung, d. h. raufutterreich, mindestens taglich 1,5kg
Trockensubstanz{100 kg KM (Gras, Heu oder Heulage), eine Restrik-
tion der Starkeaufnahme auf maximal 100 gf100 kg KM pro Mahl-
zeit sowie eine einwandfreie Futtermittelhygiene die wesentlichen
Voraussetzungen fiir eine erwiinschte Mikrobiota beim Pferd dar-
stellen.

Interessenkonflikt

Die Autoren bestatigen, dass kein Interessenkonflikt besteht.
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4 Diskussion

Ziel dieser Studie war die Untersuchung der fakalen Mikrobiota von Ponys und Pferden wahrend einer
zweijahrigen hochkalorischen Fitterung. Nach Kenntnisstand der Autorin ist dies die erste Untersuchung zu
Unterschieden in der fdkalen Mikrobiota von Pferden und Ponys in einer kontrollierten Haltung und
Flitterung. Zur Zeit liegen fur Pferde nur Studien vor, die domestizierte Pferde und Przewalski Pferde
vergleichen (METCALF et al. 2017), die zwar in benachbarten Gebieten grasen, aber ansonsten
unterschiedlich geflittert wurden und Studien zur fakalen Mikrobiota von unterschiedlichen Distanz- und

Sportpferderassen (PLANCADE et al. 2019, MASSACCI et al. 2019).

Nach Kenntnisstand der Autorin ist dies auBerdem die erste Studie, die Veranderungen in der equinen
Mikrobiota wahrend einer Gewichtszunahme untersucht. Das Studiendesign wurde so gewahlt, dass jedes
Individuum als seine eigene Kontrolle genutzt werden kann. Alle anderen Studien, die nach aktuellem
Kenntnisstand zur Mikrobiota von normal und Gbergewichtigen Pferden publiziert wurden, haben Gruppen
unterschiedlicher Individuen miteinander verglichen (BIDDLE et al. 2018, MORRISON et al. 2018, SHEPHERD
et al. 2014, COLEMAN et al. 2019, MSHELIA et al. 2018). Bei allen anderen Studien, die die equine
Mikrobiota unterschiedlicher Gewichtsklassen verglichen, wurde hingegen entweder kein standardisiertes
FUtterungsregime verwendet (MSHELIA et al. 2018, BIDDLE et al. 2018, COLEMAN et al. 2019) oder lediglich
flr einen Monat (MORRISON et al. 2018) oder zwei Wochen (SHEPHERD et al. 2014) vor der Entnahme der

Kotproben ein standardisiertes Fiitterungsregime etabliert.

Wahrend unserer zweijahrigen Studie konsumierten die Pferde und Ponys 180-200% ihres Bedarfs an
umsetzbarer Energie nach den Empfehlungen der Gesellschaft fiir Erndahrungsphysiologie der Haustiere
(GfE 2014). Die wesentliche Gewichtszunahme fand zwischen der ersten Probennahme (t1), nach einer
fliinfmonatigen Adaptationsperiode, und der zweiten Probennahme (t2), zwélf Monate nach dem Beginn
der hochkalorischen Fiitterung, statt. Zwischen t2 und dem dritten Probennahme Zeitpunkt (t3), nach 24-
monatiger hochkalorischer Fiitterung, zeigte sich lediglich ein nicht signifikanter Anstieg der Kérpermasse
(KM). Im Gegensatz zur KM stieg der Cresty Neck Score (CNS) auch im zweiten Jahr unter hochkalorischer
Fatterung an. Dies konnte durch einen Verlust an Muskelmasse aufgrund der geringeren physischen
Aktivitat wahrend der Fltterungsperiode bedingt sein. Da der Muskelmetabolismus jedoch nicht Teil
unserer Studie war kénnen wir keine abschlielRende Aussage dazu treffen. Bei weiteren Studien zu
Veranderungen im Laufe einer Gewichtszunahme, wéare es von Interesse auch den Muskelmetabolismus

wahrend der fortschreitenden Gewichtszunahme zu betrachten.

4.1 Veranderungen in der fakalen equinen Mikrobiota

Wahrend der groRten Gewichtszunahme zwischen t1 und t2 zeigte sich ein Abfall in der Artenvielfalt in der

fakalen Miktobiota der Ponys. Dieses Ergebnis steht im Widerspruch zu den Ergebnissen von BIDDLE et al.
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(2018), die eine hohere Artenvielfalt in der fakalen Mikrobiota Ubergewichtiger Pferde gefunden haben.
Diese Unterschiede konnten dadurch begriindet sein, dass die Autoren die Mikrobiota unterschiedlicher
Individuen, die unterschiedlich gefiittert und gehalten wurden, untersuchten (BIDDLE et al. 2018). Andere
Autoren konnten die Ergebnisse von BIDDLE et al. (2018) ebenfalls nicht bestatigen (MORRISON et al. 2018,
COLEMAN et al. 2019). Sowohl MORRISON et al. (2018), die die Mikrobiota von Pferden unterschiedlicher
Gewichtsklassen untersuchten, die einen Monat vor der Probenentnahme ausschlieRlich Heu aus einer
Charge erhielten, als auch COLEMAN et al. (2019), die die Mikrobiota von Pferden unterschiedlicher
Gewichtsgruppen, aber aus demselben Stall verglichen, konnten keine Unterscheid in der Artenvielfalt der
fakalen Mikrobiota nachweisen. In Bezug auf die Diversitat der fakalen Mikrobiota konnten wir bei Pferden
und bei Ponys keine Veranderungen wahrend der Gewichtszunahme nachweisen. Dies entspricht den
Ergebnissen von COLEMAN et al. (2019), die ebenfalls keinen Unterschied in der Diversitdt der equinen

fakalen Mikrobiota unterschiedlicher Gewichtsgruppen nachweisen konnten.

Die KM Zunahme beim Pony fiihrte zu einem Anstieg des Phylums Firmicutes. Dies entspricht den
Ergebnissen von BIDDLE et al. (2018) und MORRISON et al. (2018). Dass sich das Phylum Firmicutes und die
Artenvielfalt nur bei den Ponys im Verlaufe der Gewichtszunahme signifikant verdnderten und nicht bei den
Pferden, konnte dadurch bedingt sein, dass die prozentuale KM Zunahme wahrend der Studie bei den
Ponys mit 26,4 % deutlich héher lag als bei den Pferden mit 13,7 %. Deshalb ware es im Rahmen weiterer
Studien von Interesse, ob sich in der fakalen Mikrobiota der Pferde bei einer prozentualen
Gewichtszunahme, die der der Pony entspricht, dieselben Verdnderungen in Bezug auf das Artenreichtum

und das Phylum Firmicutes zeigen wirden.

Im Gegensatz zu unserer Studie konnten MORRISON et al. (2018) und BIDDLE et al. (2018) auch signifikante
Veranderungen im Phylum Bacteroidetes nachweisen, die in unserer Studie weder bei Pferden noch bei
Ponys auftraten. Ahnlich wie bei den Pferden in unserer Studie konnten SHEPHERD et al. (2014) und
COLEMAN et al. (2019) keine signifikanten Unterschiede in den Phyla Bacteroidetes und Firmicutes in der

fakalen Mikrobiota unterschiedlicher Gewichtsgruppen nachweisen.

In unserer Studie konnten wir auBerdem zeigen, dass die KM Zunahme bei beiden Rasse mit einem Anstieg
des Phylums Actionbacteria in der fakalen Mikrobiota assoziiert war. Dies ist im Einklang mit den
Ergebnissen von MORRISON et al. (2018). Bei Pferden konnte aulRerdem wiahrend der grofiten
Gewichtszunahme zwischen t1 und t2 ein Abfall des Phylums Fibrobacteres beobachtet werden, wahrend
sich dieser Abfall bei den Ponys lediglich als Trend duRerte. Dies entspricht ebenfalls den Ergebnissen von
MORRISON et al. (2018), die einen Abfall des Phylums Fibrobacteres bei (ibergewichtigen Pferden
nachweisen konnten. Zwischen den Zeitpunkten t1 und t2 stieg das Phylum Proteobacteria in der
Mikrobiota der Ponys signifikant an und sank dann zwischen t2 und t3 wieder signifikant ab. Bei den

Pferden zeigten sich im selben Zeitraum hingegen keine signifikanten Verdanderungen im Phylum
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Proteobacteria. Von Autoren, die den Einfluss einer fettreichen Fiitterung auf die fakale equine Mikrobiota
untersucht haben, ist bekannt, dass eine fettreiche Ration (8,3 % Fett) zu einem Anstieg des Phylums
Proteobacteria fiihren kann. Da zwischen t1 und t2, aufgrund von Problemen beim Hersteller, das
Ergdanzungsfutter gewechselt werden musste, kam es zu einem Anstieg der Fettaufnahme um 22,2 %.
Warum sich diese Verdnderungen nur in der fdkalen Mikrobiota der Ponys zeigte, kann nicht beantwortet
werden. Da die Fettabsorption vor allem in Diinndarm stattfindet und der Rohfettgehalt unserer Ration
auch nach der Futterumstellung mit 4,4-4,7 % der Trockensubstanz (TS) moderat war, ist der Effekt der
Futterumstellung auf die Mikrobiota wahrscheinlich vernachlassigbar. Trotzdem k&nnen wir nicht
ausschlieBen, dass Ponys eine geringere pracaecale Fettabsorptionskapazitdt besitzen als Pferde und

deshalb bei ihnen mehr Fett in den Dickdarm gelangte als bei den Pferden.

Ein wesentlicher Unterschied in der fakalen Mikrobiota von Pferden und Ponys liegt in einem prozentual
hoheren Auftreten des Phylums Fibrobacteres zum Zeitpunkt t3, dass lber alle taxonomischen Kategorien
bis zur Familie Fibrobacteraceae verfolgt werden kann. Bei Pferden kénnte das vermehrte Vorkommen der
fibrolytischen Familie Fibrobacteraceae, die einen wichtigen Beitrag zum Abbau von Pflanzenzellwdanden
leistet (NEUMANN und SUEN 2018), zu einer erhohten Faserfermentation fiihren. Dies legen auch
Ergebnisse von RAGNARRSON und JASSON (2010) nahe, die bei einer Heulage aus einem frithen Schnitt bei
Pferden, verglichen mit Islandpferden, eine hohere Verdaulichkeit der organischen Substanz nachweisen
konnten (RAGNARRSON und JANSSON 2010). Ein anderer signifikanter Unterschied zwischen Pferden und
Ponys zeigte sich zum Zeitpunkt t2 beim Phylum Proteobacteria. Dieses trat zum Zeitpunkt t2 vermehrt in
der fakalen Mikrobiota der Ponys auf. Dies dhnelt den Ergebnissen von STEELMAN et al. (2012), die bei
einer Untersuchung zur fakalen Mikrobiota bei chronischen Hufrehepatienten ein Pony beprobten im
dessen Kotprobe, verglichen mit den Pferden, die Ordnung Burkholderialis, die zum Phylum Proteobacteria
gehort, vermehrt auftrat (STEELMAN et al. 2012).

Betrachtet man die relative Verteilung der Bakterienfamilien in der fdkalen Mikrobiota der Pferde und
Ponys, dann finden sich am letzten Probennahme Zeitpunkt t3 vier Familien (FO82, Bacteroidales UCG- 001,
Rikenellaceae und Ruminococcaceae), die haufiger in der fakalen Mikrobiota der Ponys vorkommen und
eine Familie (Fibrobacteraceae), die vermehrt in der Mikrobiota der Pferde auftritt. Zum Zeitpunkt t1
kommt lediglich die Familie FO82, die sich als einzige an zwei Probennahme Zeitpunkten signifikant bei
Pony und Pferd unterschiedet, vermehrt in der fdkalen Mikrobiota der Ponys vor. Zum Zeitpunkt t2 gibt es
keine signifikanten Unterschiede im Auftreten der Bakterienfamilien. Dies deutet darauf hin, dass die
Unterschiede in der Mikrobiota von Pferden und Ponys bei Ubergewicht stirker ausgepragt sind als bei

Normalgewicht.
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4.2 Veranderungen in der fakalen SCFA Konzentration

Obwohl verschiedene Verschiebungen in den Phyla der fdkalen Mikrobiota zwischen den einzelnen
Probenahmezeitpunkten beobachtet werden konnten, zeigten beiden Rassen keine Veranderungen in den
SCFA. Dies entspricht auch den Ergebnissen von SHEPERD et al. (2014) und MORRISON et al. (2018) die
keine Veranderungen in der fakalen Konzentration der SCFA zwischen diinnen und lbergewichtigen
Pferden messen konnten. Die These, dass die Mikrobiota lGibergewichtiger Individuen durch eine vermehrte
SCFA Produktion mehr Energie fiir das Individuum bereitstellt und so die Entstehung der Adipositas fordert
(BLAUT 2015), konnte in unserer Untersuchung beim Pferd und Pony nicht bestatigt werden. Hier wére es
in weiteren Studien von Interesse Uber eine fikale Metabolom Analyse weitere Stoffwechselwege der
Mikrobiota zu untersuchen, die einen Einfluss auf den Energiestoffwechsel der Pferde und Ponys haben.
Mittels der Analyse des fakalen Metaboloms konnte bereits bei Untersuchgen (ibergewichtiger Pferde, ein
vermehrtes Auftreten von Metaboliten des Citratzyklus, wie Isocitrat, Malat, Citrat und Aconitat, gefunden
werden (COLEMAN et al. 2019). Dies konnte ein Hinweis flir eine vermehrte Energieausbeute der
Mikrobiota der ibergewichtigen Pferde sein. Deshalb ware es von Interesse, ob diese Verdanderungen auch

wahrend einer Gewichtszunahme bei Pferden und Ponys auftreten.

In unserer Studie konnten wir bei Pferden zum Zeitpunkt t1 héhere Konzentrationen von Isobutyrat, zum
Zeitpunkt t2 hohere Azetat und Isobutyrat Konzentrationen sowie zum Zeitpunkt t3 hohere gesamt SCFA,
Propionat und Isovalerat Konzentrationen nachweisen. Dies deckt sich mit Ergebnissen von JENSEN et al
(2010), die bei der Untersuchung von danischen Warmblutpferden und Islandpferden, die eine Ration aus
Zuckerribenschnitzeln, Heulage und Hafer erhielten, hohere fakale Konzentrationen von Propionat und
Isobutyrat bei den Warmblutpferden nachwiesen. Da wir lediglich den SCFA Gehalt in Kotproben analysiert
haben, ist es fraglich, ob die héheren SCFA Gehalte im Kot der Pferde ein Zeichen fiir eine verminderte
SCFA Absorption im Dickdarm oder eine vermehrte SCFA Produktion der Mikrobiota sind. Dies sollte in
weiteren Untersuchungen Uber Blutproben, wobei die Verstoffwechselung der SCFAs Uber die Leber

bericksichtigt werden muss, oder tiber eine Beprobung des Dickdarmchymus abgeklart werden.

4.3 Veranderungen in der fakalen Laktatkonzentration

Wahrend der signifikanten Zunahme der KM zwischen t1 und t2 zeigte sich ein Anstieg der Laktat
Konzentration in der fiakalen Mikrobiota der Pferde und Ponys, der bei den Pferden anschlieRend von
einem Abfall zwischen t2 und t3 begleitet wurde. Ein Anstieg der Laktat Konzentration wird in der Literatur
vor allem nach Fitterung eines starkereichen Kraftfutters im Chymus des Colons beschrieben (DALY et al.
2012, JULLIAND et al. 2001). Wahrend unserer Studie kam es aufgrund des herstellerbedingten
Kraftfutterwechsels zwischen t1 und t2 zu einer Varianz der Starkeaufnahme um 18,6 % bei Pferden und
Ponys. Daher kdonnen wir nicht ausschlieBen, dass die erhéhte Laktatkonzentration im Kot durch die

erhdhte Starkeaufnahme zustande kam. Warum es dann anschlieBend zwischen t2 und t3 zu einem Abfall
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der fakalen Laktatkonzentration bei den Pferden kommt, wahrend die Laktatkonzentration im Kot der
Ponys konstant bleibt, kann nicht abschlieend geklart werden. Die Variation der Starkeaufnahme zwischen
Ponys und Pferden liegt sowohl zum Probennahme Zeitpunkt t2 als auch zum Probennahme Zeitpunkt t3
bei 11 %, sodass die Starkeaufnahme diesen Unterschied zwischen Pferden und Ponys vermutlich nicht
ausschlieBlich verursacht. Auch die Verschiebungen in der fakalen Mikrobiota, die zum Zeitpunkt t3
zwischen Pferden und Ponys beobachtet wurden, bieten keinen Erkldrungsansatz fiir die erhohte
Laktatkonzentration im Kot der Ponys. Eventuell befinden sich jedoch innerhalb der unbekannten Genera
Laktat verstoffwechselnde Genera, die vermehrt beim Pferd vorkommen. Um dies in weiteren
Untersuchungen abklaren zu kénnen ware entweder eine Kultivierung der laktatverwertenden Bakterien

oder eine Metabolom Analyse sinnvoll.

4.4 Restriktionen der Studie

Ein limitierender Faktor unserer Studie ist die Tatsache, dass nur 1,8 % der gefundenen Spezies und 74,2 %
der Genera identifiziert werden konnten. Dadurch kénnen wir lediglich begrenzte Riickschlisse liber die
funktionellen Auswirkungen der beobachteten Verschiebungen in der bakteriellen Mikrobiota ziehen. Denn
die oberen taxonomischen Kategorien fassen meist Bakterien mit unterschiedlichen Funktionen zusammen.
Dies ist jedoch eine Limitation, die derzeit bei allen Sequenzierungsstudien zur equinen Mikrobiota gegeben
ist (COSTA et al. 2012, SHEPHERD et al. 2012, GRIMM et al. 2020).

Eine andere Restriktion unserer Untersuchung liegt in der Tatsache, dass wir Gber einen Studienzeitraum
von zwei Jahren lediglich an drei Zeitpunkten Kotproben analysiert haben. Bis jetzt liegen, nach
Kenntnisstand der Autorin, lediglich Untersuchungen vor, die eine hohe Stabilitdt der equinen Mikrobiota
bei standardisierter Haltung und Fiitterung iber drei Monate nachweisen (BLACKMORE et al. 2013). Da wir
jedoch tber zwei Jahre ein standardisiertes Haltungs- und Fltterungsprotokoll etablierten und jedes Tier
bei der Betrachtung der Gewichtsentwicklung im Zeitverlauf seine eigene Kontrolle darstellte, kann

spekuliert werden, dass die Ergebnisse aussagekraftige Rickschlisse zulassen.

4.5 Schlussfolgerung

Entgegen der ersten Hypothese konnte, anders als bei libergewichtigen Mausen, Menschen und zum Teil
auch bei Pferden beschrieben, wahrend der Gewichtszunahme bei Pferden und Ponys kein Abfall des
Phylums Bacteroidetes nachgewiesen werden. Der in der Literatur beschriebene Anstieg des Phylums
Firmicutes, lies sich in unserer Studie lediglich bei den Ponys nicht jedoch bei den Pferden nachvollziehen.
Auch der zwischen t1 und t2 beobachtete Abfall der Artenvielfalt, konnte lediglich in der fakalen Mikrobiota
der Ponys beobachtet werden, wobei zu diesem Zeitabschnitt die Ponys prozentual hohere KM-Zunahmen
entwickelten als die Pferde. Die Veranderungen der Phyla Actinobacteria bei beiden Rassen und
Fibrobacteres bei den Pferden dhneln hingegen den von anderen Autoren beschriebenen Verdanderungen

bei adipdsen Pferden. Die verminderte Artenvielfalt in der fakalen Mikrobiota der libergewichtigen Ponys,
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koénnte zu einer schlechteren Anpassungsfahigkeit der Ponys an Verdanderungen in der Fltterung fihren, da
weniger Arten in der fakalen Mikrobiota vorhanden sind, die sofern ihre Eigenschaften fiir die Verdauung
bendtigt werden, proliferieren kénnten. Der Abfall des fibrolytischen Phylums Fibrobacteres im Rahmen

der Gewichtszunahme bei den Pferden, kénnte zu einer verminderten Faserverdaulichkeit fihren.

Unsere zweite Hypothese, dass Ponys eine andere Zusammensetzung der fakalen Mikrobiota besitzen als
Pferde, konnte vor allem zum Zeitpunkt t2 und t3, nach elf bzw. dreiundzwanzig monatiger energiereicher
Fltterung bestatigt werden. Dabei zeigte sich bei den Ponys zum Zeitpunkt t2 eine Erhéhung des Phylums
Proteobacteria. In den Fazes der Pferde, konnte hingegen ein vermehrtes Auftreten des fibrolytischen
Phylums Fibrobacteres und verschiedener SCFA zum Zeitpunkt t3 beobachtet werden. Dies kénnte auf eine
verbesserte Faserfermentation der Pferde hinweisen. Um weitere Erkenntnisse liber die funktionellen
Konsequenzen dieser Verschiebungen in der Mikrobiota fiir die Pferde und Ponys wahrend einer
Gewichtszunahme zu erlangen, wére in weiteren Untersuchungen die Analyse des fakalen Metaboloms von

Interesse.
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Einleitung Adipositas und die damit verbundenen Erkrankungen wie Hyperlipidamie, Insulindysregulation
und Hufrehe stellen ein groRes gesundheitliches Problem domestizierter Pferde und Ponys dar. Besonders
Ponys, die als ,leichtfuttrig” gelten, sind ofter von Adipositas und den damit verbundenen Erkrankungen
betroffen. Aktuelle Untersuchungen der intestinalen Mikrobiota bei Mausen, Menschen und Pferden
deuten darauf hin, dass es einen Zusammenhang zwischen der Mikrobiota und der Gewichtsentwicklung
gibt und bei adipdsen Individuen eine andere Zusammensetzung der Mikrobiota als bei normalgewichtigen
Individuen vorliegt. Untersuchungen zu den Veranderungen der fakalen equinen Mikrobiota wahrend einer

mehrmonatigen Gewichtszunahme bei Pferden und Ponys fehlen.

Ziele der Untersuchungen Zweck der vorliegenden Studie war die Uberpriifung der Effekte einer
zweijahrigen energiereichen Futterung auf die fakale Mikrobiota bei Pferden und Ponys. Dabei sollten
folgende Hypothesen geprift werden: (1) Die equine fikale Mikrobiota verdndert sich im Laufe der
Gewichtszunahme hin zu einer Zusammensetzung wie sie flr adipdse Individuen beschrieben ist. (2) Ponys

besitzen eine andere Zusammensetzung der fakalen Mikrobiota als Pferde.

Tiere, Material und Methoden Zehn Shetlandponys (Alter 6 + 3 Jahre) und zehn Warmblutpferde (Alter 10
t 3 Jahre) erhielten zwei Jahre 200 % ihres Erhaltungsbedarfs an umsetzbarer Energie. Monatlich wurde der
Energiebedarf an die aktuelle Kérpermasse (KM) angepasst. Die Ration bestand zu 60 % aus Heu und zu 40
% aus einem Ergdnzungsfutter (Rohprotein 13,4 %, Rohfett 14,4 %, Rohfaser 9,8 %, stickstofffreie
Extraktstoffe 54,3 %). Morphometrische Daten (Body Condition Score (BCS), Cresty neck score (CNS) und
KM) wurden wochentlich erfasst. Kotproben wurden 5 (t1), 11 (t2) und 23 (t3) Monate nach Beginn der
energiereichen Fitterung bei den Pferden und Ponys gewonnen. Aus den Kotproben wurde die DNA
extrahiert und die V3-V4 Region auf der 16S rRNA wurde mittels PCR vervielfaltigt. Die PCR Produkte
wurden mit lumina MiSequ sequenziert. Die Sequenzierungsdaten wurden mit FROGS ausgewertet und zur

Beurteilung der Zusammensetzung der fikalen Mikrobiota wurden die Diversitat mittels Shannon und
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Simpson Index sowie das beobachtete Artenreichtum kalkuliert. Die Konzentrationen der gesamten
kurzkettigen Fettsduren (SCFA) sowie von Azetat, Propionat, Butyrat, Isobutyrat, Valerat und Isovalerat
wurden mittels flissig Gaschromatographie bestimmt. Der Laktatgehalt im Kot wurde mittels enzymatisch

kolorimetrischer Messung ermittelt.

Die statistische Auswertung erfolgte mit der Software Statistica ©. Der Zeiteffekt wurde mit einer
Friedmanns ANOVA und anschlieBendem Wilcoxen Rangsummentest mit Bonferroni Korrektur ermittelt.

Fir die Rasseneffekte wurde ein Mann- Whitney- U Test verwendet. Das Signifikanzniveau lag bei p < 0,05.

Ergebnisse KM, BCS und CNS stiegen signifikant wahrend der zweijahrigen hochkalorischen Fitterung an.
Beim Pony kam es zu einem Anstieg des Phylums Firmicutes (p = 0,025) zwischen t2 und t3 und bei beiden
Rassen wurde ein signifikanter Anstieg des Phylums Actinobacteria in der fakalen Mikrobiota zwischen t1
und t3 beobachtet. Bei Pferden konnte wahrend der groRten Gewichtszunahme zwischen t1 und t2 ein
Abfall des Phylums Fibrobacteres (p = 0,028) beobachtet werden. In der fiakalen Mikrobiota der Ponys
zeigte sich ein signifikanter Anstieg des Phylums Proteobacteria zwischen t1 und t2, gefolgt von einem
Abfall zwischen t2 und t3. Der einzige signifikante Unterschied zwischen der fakalen Mikrobiota der Pferde
und der Ponys zum Zeitpunkt t1 war ein vermehrtes Vorkommen der Familie FO82 in der fdkalen
Mikrobiota der Ponys. Zum Zeitpunkt t2 wurde das Phylum Proteobacteria seltener in der Mikrobiota der
Ponys beobachtet (p = 0,01). Die groRten Unterschiede in der fakalen Mikrobiota von Pferden und Ponys
konnten zum Zeitpunkt t3 beobachtet werden. Dort kam das Phylum Fibrobacteres (p = 0,026) haufiger in
der fakalen Mikrobiota der Pferde vor und 5 Bakterienfamilien unterschieden sich signifikant in ihrem
Vorkommen bei Pferden und Ponys. Wahrend der groRten Gewichtszunahme zwischen t1 und t2 zeigte sich
ein signifikanter Abfall in der Artenvielfalt in der fakalen Mikrobiota der Ponys. Im Kot der Pferde konnten,
verglichen mit dem der Ponys, signifikant hohere SCFA Konzentrationen gemessen werden: t1: Isobutyrat,
t2: Isobutyrat und Azetat und t3: gesamt SCFA, Propionat und Isovalerat. Zwischen t1 und t2 zeigte sich ein
signifikanter Anstieg der Laktat Konzentration in den Fazes der Pferde und Ponys, der bei den Pferden

anschlieRend von einem Abfall zwischen t2 und t3 begleitet wurde.

Schlussfolgerungen Wahrend der energiereichen Fitterung konnte ein Abfall der Artenvielfalt sowie
Anderungen in den Phyla Firmicutes, Actinobacteria und Fibrobacteres beobachtet werden. Unterschiede
in der Mikrobiota von Pferden und Ponys konnten vor allem gegen Ende der 23-monatigen hochkalorischen
Flatterung beobachtet werden. Wahrend beim Pony die Bakterienfamilien FO82, Bacteroidales UCG- 001,
Rikenellaceae und Ruminococcaceae vermehrt in der fakalen Mikrobiota auftraten, kam beim Pferd das
fibrolytischen Phylum Fibrobacteres und die fibrolytische Familie Fibrobacteraceae sowie verschiedene
SCFAs haufiger vor. Dies konnte ein Hinweis auf eine verbesserte Faserfermentation der Pferde sein. Die
funktionellen Konsequenzen dieser Mikrobiota Verschiebungen sollten zukiinftig Gber Metabolomanalysen

weiter abgeklart werden.
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Introduction Obesity is a major health concern in many domesticated equids since it is related to metabolic
abnormalities such as insulin dysregulation, hyperlipidaemia, or laminitis. Ponies are known as “easy
keepers” and are often affected by obesity and its related metabolic disorders. Research in the last decade
indicated that the intestinal microbiota may play an important role in the development of obesity. The
microbiota of obese humans, horses and mice also has a different composition compared to the microbiota
of normal weight individuals. Studies of changes in the equine faecal microbiota during a weight gain

programme are missing so far.

Aim of the study The present study was conducted to evaluate the impact of two years of excessive energy
intake on the faecal microbiota of horses and ponies. With our study we wanted to verify the following
hypothesis: (1) the composition of the equine faecal microbiota changes during weight gain into a
composition similar to the one described by other authors for obese individuals. (2) the microbiota of

ponies has another structure than the microbiota of horses.

Animals, materials, and methods Ten Shetland ponies (age 6 * 3 years) and ten Warmblood horses (age 10
+ 3 years) were housed individually and fed a diet containing 200 % of their maintenance metabolizable
energy requirement supplied by 60 % hay and 40 % complementary feed (crude protein 13.4 %, crude fat
14.4 %, crude fibre 9.8 %, nitrogen free extract 54.3 %). Monthly the energy requirement was adapted to
the current body weight (BW). BW, Body condition score (BCS) and cresty neck score (CNS) were recorded
weekly. Faecal samples were taken 5 (t1), 11 (t2) and 23 (t3) months after the start of the controlled
feeding period. Faecal sampling was performed by manual grapping in horses and by bag sampling in
ponies. Total DNA was extracted from the faecal samples, and a PCR was performed to amplify the V3-vV4
region of the 16S rRNA gene. PCR products were sequenced using lllumina MiSequ. Sequencing data was
processed with FROGS pipeline. Community structure was analysed by calculation of observed richness,

Simpson and Shannon diversity index. Concentrations of total short chain fatty acids (SCFAs), acetate,
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propionate, isobutyrate, butyrate, isovalerate and valerate were analysed by gas liquid chromatography.
The lactate concentration was measured through enzymatic colorimetric analysis. The statistical analysis
was performed with the commercial software Statistica ©. Friedman’s ANOVA and Wilcoxon signed rank
test with Bonferroni correction were performed factoring the effects of time. For breed related differences

Mann-Whitney-U test was used. Significant levels were set at p < 0.05.

Results BW, BCS and CNS increased significantly during the two-years of excessive energy intake. In ponies
an increase of the phylum Firmicutes (p = 0.025) was seen between t2 and t3 and in both breeds a
significant increase of the phyla Actinobacteria was recorded between t1 and t3. During the highest weight
gain between t1 and t2 a drop of the phylum Fibrobacteres (p = 0.028) was recorded in the faecal
microbiota of horses. Between tl and t2 the phylum Proteobacteria rose significantly in the faecal
microbiota of ponies and showed a significant drop between t2 and t3. At t1 the only difference in the
faecal microbiota of horses and ponies was the higher abundance of the family FO82 in the microbiota of
ponies. At t2 a lower abundance of the phyla Proteobacteria was recorded for the microbiota of ponies (p =
0.01). The highest differences in the faecal microbiota of horses and ponies were seen at t3. At this
timepoint the phylum Fibrobacteres (p = 0.026) had a higher abundance in the microbiota of horses and 4
bacterial families differed significantly between the microbiota of horses and ponies. During the highest
weight gain between t1 and t2 a significant decrease in richness was recorded in the faecal microbiota of
ponies. Compared to ponies, horses had significantly higher faecal concentrations of the following SCFA:
isobutyrate at t1, acetate and isobutyrate at t2 and total SCFA, isovalerate and propionate at t3. During t1
and t2 a significant increase of the faecal lactate concentration was recorded for horses and ponies. In

horses’ faecal lactate decreased significantly between t2 and t3.

Conclusion During the excessive energy intake the richness of the faecal microbiota decreased in ponies
and changes in the phyla Firmicutes, Actinobacteria and Fibrobacteres were recorded. Differences in the
microbiota of horses and ponies were primarily seen at the end of the study after 23 months on the
hypercaloric diet at t3. At this timepoint an increase of the families FO82, Bacteroidales UCG- 001,
Rikenellaceae und Ruminococcaceae was recorded in the faecal microbiota of ponies. In the faecal
microbiota of horses, a significant increase of the fibrolytic phylum Fibrobacteres, the fibrolytic family
Fibrobacteraceae and higher levels of different SCFAs were seen. If these changes in the faecal microbiota
of horses at t3 lead to a better fibre digestibility, has to be addressed in further studies. To determine the
functional impact of changes in the microbiota a metabolome analysis should be performed in future

studies.
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