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1 Einleitung

Wahrend Probiotika in der Nutztierfltterung bereits erfolgreich eingesetzt werden und ihre
Wirkmechanismen wissenschaftlich detailliert beschrieben wurden, stellt sich die Situation
bezlglich des Einsatzes in der Pferdeflitterung grundlegend anders dar. Der einzige bisher in
Deutschland als Futterzusatzstoff fir Pferde zugelassene lebende Mikroorganismus ist die
Hefe Saccharomyces cerevisiae. Sie ist als Zusatzstoff zur ,Verdauungsférderung® und als

Lotabilisator der physiologischen Darmflora“ registriert.

Probiotika werden in der Nutztierernahrung Uberwiegend zur Leistungsférderung eingesetzt.
Die mdglichen Anwendungsgebiete in der Erndhrung von Pferden sind allerdings unter
anderen Aspekten zu betrachten. Sport- oder Freizeitpferde eréffnen angesichts vielfaltiger
Verdauungsprobleme wie z. B. Ausscheidung ungebundener Flussigkeit (,Kotwasser®),
chronischem Durchfall, Rekonvaleszenz nach Koliken sowie Turnierstress eher auf die

Tiergesundheit und das Wohlbefinden zielende Einsatzmdoglichkeiten von Probiotika.

Das mikrobielle Okosystem im Gastrointestinaltrakt des Pferdes hat bisher vergleichsweise
wenig wissenschaftliche Beachtung gefunden, verdauungsphysiologische Zusammenhénge
sind besonders auf mikrobieller Ebene noch nicht immer nachvollziehbar. Daraus resultiert die
Notwendigkeit der wissenschaftlichen Uberpriifung eines jeden moglichen probiotischen
Stammes ebenso wie eine vorsichtige Interpretation anderer Forschungsergebnisse und die
Bertcksichtigung eventueller individueller Einflliisse auf verdauungsphysiologische Parameter.

Die vorliegende Arbeit soll eine Ubersicht Uber den derzeitigen Kenntnisstand Uber die
mikrobielle Besiedlung des Verdauungstrakts beim Pferd geben und durch gezielte
Untersuchungen einen Beitrag zur Erforschung der Wirkungen von Probiotika bei dieser
Tierart leisten. Bei Jungpferden wurden Parameter einer moglichen Beeinflussung
verdauungsphysiologischer Effekte erhoben und in einem zweiten Versuchsabschnitt das
Verhalten der probiotischen Stamme Enterococcus faecium und Lactobacillus rhamnosus in

vitro untersucht.



2 Literaturibersicht

Der Inhalt des vorliegenden Literaturteils entspricht der folgenden Publikation: ,Die Mikrobiota
im Gastrointestinaltrakt von adulten Pferden und Einflisse der Fitterung® (Saalschmidt,
Vahjen, Zentek) in ,Ubersichten Tiererndhrung“ (42(2) — S. 141-164, 2015)

2.1 Mikrobiotaim Verdauungstrakt

Im Verdauungstrakt gesunder Saugetiere lebt eine Vielzahl verschiedener Bakterien, aber
auch Protozoen und Pilze. Auch Viren kdnnen zur intestinalen Mikrobiota gezéhlt werden,
doch liegen dazu fir das Pferd kaum Erkenntnisse vor. Im Zustand der Eubiose bestehen
keine krankheitsauslésenden Verschiebungen des Gleichgewichts zwischen den einzelnen
Bakterienpopulationen. Nahezu alle Bakterienarten leben in kommensaler oder symbiotischer
Beziehung zum Wirt. Ihre Funktionen kénnen im Wesentlichen in metabolische, protektive und
trophische unterteilt werden (Aziz, 2013). Der Zustand der Dysbiose beschreibt eine
Verschiebung der Zusammensetzung und der Stoffwechselaktivitat, aus denen wiederum
Verdauuungsstorungen ebenso wie systemische Erkrankungen resultieren kdnnen. Trotz
eingeschrankter Vergleichbarkeit der vorliegenden Studien aufgrund methodischer
Unterschiede soll im Folgenden ein Uberblick tber die mikrobielle Besiedlung der
verschiedenen Abschnitte des Gastrointestinaltrakts im Zustand Kklinischer Gesundheit
gegeben werden.

Der zahlenmé&Rig am starksten vertretene Stamm aus dem Reich der Bacteria beim Pferd sind
die Firmicutes, zu denen unter anderem Clostridien, Bazillen und Milchs&urebakterien gehdren
und denen 44 % bis 72 % der molekularbiologisch in Faeces identifizierten bakteriellen
Gensequenzen zugeordnet werden konnten. Auch die Phyla Verrucomicrobia (4,1 %) mit
Verrumicrobium spp. und Prosthetobacter spp., Bacteroidetes (3,7-27 %), zu denen
Bacteroides spp. und Prevotella spp. und Proteobacteria (3,8 %), zu denen beispielsweise die
Familie der Enterobakteriazeen zahlt, sind stark vertreten (Biddle, 2013a; Daly, 2001;
Shepherd, 2012; Willing, 2009). Die Zusammensetzung der enteralen Mikrobiota wird
entscheidend durch die Ernéhrung beeinflusst (Blaut, 2007).

Die Bakterien nutzen unterschiedliche Substrate zur Energiegewinnung und setzen
Stoffwechselprodukte frei, die teilweise wiederum vom Wirt genutzt werden kdnnen. Die
Mehrzahl der Bakterien kann entweder l6sliche Kohlenhydrate, komplexe Kohlenhydrate oder
Proteine als Substrat nutzen. Anderen Arten ist es dagegen mdglich, sich an ein veranderndes
Nahrungsangebot anzupassen (Daly, 2012). Zu den Proteolyten gehdren vor allem Arten der

Enterobakteriazeen, aber auch einige Clostridienarten und Bacteroides. Saccharolytische
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Bakterien nutzen neben l6slichen Kohlenhydraten aus der Nahrung auch mikrobiell gebildete
Intermediarprodukte aus dem Abbau komplexer Kohlenhydrate als Substrat (Blaut, 2007).
Neben Vertretern der Bacteroidetes wie Prevotella spp. gehéren die Laktobazillen in die
Gruppe der saccharolytischen Bakterien. Sie gewinnen Energie durch Fermentation, setzen
als Stoffwechselprodukt Laktat frei und reagieren sehr stark auf eine ErhOhung des
Starkegehalts und der Gehalte an Einfachzuckern und l6slichen Polysacchariden in der
Nahrung (Al Jassim, 2005). Zu den Laktat verwertenden Bakterien z&ahlen beispielsweise
Vertreter der Familie Veillonellaceae (Daly, 2012). Ihre besondere Bedeutung liegt darin, dass
sie eine Anreicherung des Chymus mit Laktat verhindern und so dessen ansauernden Effekt
abpuffern kénnen. Aufgrund seiner von Natur aus rohfaserreichen Erndhrung fur das Pferd
entscheidend sind fibrolytische (faserabbauende) Bakterien, die dank spezieller
enzymatischer Ausstattung in der Lage sind, komplexe Polysaccharide abzubauen (Biddle,
2013b). Die auf diesem Weg anfallenden kurzkettigen Fettsauren (SCFA) kénnen resorbiert
und zur Deckung von bis zu 65% des Energiebedarfs des Pferdes genutzt werden (Al Jassim,
2009). Fibrolytische Bakterien im Darm des Pferdes sind vor allem Vertreter der
Lachnospiraceae und Ruminococcaceae, wodurch sich die Dominanz der Firmicuten im
Dickdarm des Pferdes erklaren lasst (Biddle, 2013b; Costa, 2012). Aber auch Bacteroidetes
konnen fibrolytische Gene exprimieren (Daly, 2012).

2.2 Mikrobielle Besiedlung des Gastrointestinaltrakts beim Pferd

Der Verdauungsapparat des Pferdes ist evolutionsbiologisch an eine langsame
Futteraufnahme und die mikrobielle Verdauung grof3er Mengen rohfaserreicher Futtermittel
angepasst. Diese erfolgt vor allem im Dickdarm, dementsprechend zeichnet sich die
Physiologie der Verdauung beim Pferd durch eine relativ rasche Passage (< 6 h) der vorderen
und eine entsprechend verzogerte Passage (24-48 h) der Digesta in hinteren Abschnitten des
Verdauungstrakts aus (Van Weyenberg, 2006). Die Verdauung der nicht durch kérpereigene
Enzyme abgebauten komplexen Kohlenhydrate findet durch Fermentation hauptséachlich im
Caecum und Colon statt (Santos, 2011). Diese sind mit ihrem vergleichsweise grol3en
Volumen an die Funktion als Fermentationskammer angepasst (Alexander, 1952). Beim
gesunden Pferd macht der Inhalt des Dickdarms allein etwa 13 % des Kdrpergewichts aus
(Rechkemmer, 1988). Dieser Wert verandert sich mit der Rationsgestaltung. Der
Verdauungstrakt wird neben Bakterien von Hefen, Protozoen und Pilzen besiedelt, deren
Stoffwechselprodukte dem Pferd als Energiequelle dienen. Im Folgenden soll ein Uberblick
Uber die bisher aus den Abschnitten des Gastrointestinaltrakts gesunder Pferde isolierten bzw.

genotypisch nachgewiesenen bakteriellen Mikroorganismen gegeben werden.
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Die dem jeweiligen Kapitel angefiigten Tabellen dienen der Darstellung einiger bisher im
Gastrointestinaltrakt des Pferdes identifizierter Bakterien. Es wurden nur Werte gesunder
Pferde einbezogen, Fitterungseinflisse wurden ebenso wie methodische Unterschiede
kenntlich gemacht. Die Quantifizierung der funktionellen Gruppen wird nur angegeben, wenn
diese in der entsprechenden Studie als solche untersucht wurden.

2.2.1 Maulhohle

Die bakterielle Besiedlung des Oropharynx des Pferdes erfolgt weitgehend transient und
erscheint auferst variabel. Die aerobe Gesamtkeimzahl betragt bei gesunden Tieren etwa 3.8
x 10* cfu/g Schleimhautabstrich (Hoquet, 1985). Etwa ein Drittel der Bakterien sind fakultativ
anaerobe Spezies (Bailey, 1991). Corynebacterium spp., Nocardia spp., Moraxella spp.,
Enterobacter spp. sowie koagulasenegative Staphylokokken sind dagegen unter aeroben
Bedingungen am haufigsten nachweisbar. Bei den meisten Isolaten handelt es sich um
opportunistische Erreger, aul3erdem existieren grof3e Unterschiede zwischen den Individuen.
Auch Streptococcus zooepidemicus, Erreger von Atemwegeserkrankungen, venerischen
Infektionen und Fohlenlahme, kann im Rachenraum gesunder Tiere auftreten (Hoquet, 1985).
Neben Streptococcus spp., Staphylococcus spp., Enterococcus spp. und Bacillus spp. wurde
in einer Studie an 174 Pferden in 37 % der Proben Actinobacillus equuli auf Tupferproben aus
der Maulhthle nachgewiesen. Dies legt die Schlussfolgerung nahe, dass diese Spezies
ebenfalls zu den indigenen Mikrobiota gehort (Sternberg, 1998). Mittels phanotypischer
(kultureller / biochemischer) Nachweismethoden konnten die aus dem Rachenraum klinisch
gesunder Pferde isolierten Bakterien den Genera Peptostreptococcus spp., Eubacterium spp.,
Clostridium spp., Veillonella spp., Megasphera spp., Bacteroides spp. und Fusobacterium spp.
zugeordnet werden. Fir die isolierten Fusobakterien wurde ein separates genetisches Cluster
gefunden. (Bailey, 1991). AuRerdem sind Lactobacillus reuteri, L. salivarius sowie L.
acidophilus nachgewiesen worden (Fujisawa, 1993). Ob ein symbiotischer Charakter der
mikrobiellen Besiedlung der Maulhéhle vorliegt, ist aufgrund mangelnder Untersuchungen und

inrer Instationaritat bisher nicht nachvollziehbar.

2.2.2 Speiserdhre

Auch die bakterielle Besiedlung der Speiserdhre von Pferden ist bisher selten Gegenstand
wissenschaftlicher Studien gewesen. Bei der Untersuchung des Osophagusepithels von vier
Pferden konnten im mittleren Oesophagusabschnitt Gesamtkeimzahlen von 5,6-7,2 x 103 cfu
/ mm? ermittelt werden. Der GroRteil dieser anaeroben Bakterien besiedelt einschichtig die
Oberflache des Epithels in den Bereichen des Oesophagus, die nicht von einer Mukusschicht

bedeckt sind. Bei allen Pferden konnten Prevotella spp. nachgewiesen werden, auch
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Fusobacterium spp. wurden regelmafig isoliert. Von den gramnegativen, fakultativ anaeroben
Bakterien war Actinobacillus equuli subsp. haemolyticus in jeder Probe nachweisbar, wahrend
die Enterobakteriazeen Escherichia coli, Pantoea spp. und Proteus spp. ebenfalls regelmalig,
aber in geringerer Anzahl auftraten. Auch a-hdmolysierende Streptokokken konnten in jeder
Probe in groRer Zahl nachgewiesen werden. Hefen stellten weniger als 1% der identifizierten
Arten dar und waren nicht an das Epithel gebunden sondern waren vielmehr im Chymus
nachweisbar. Hervorzuheben ist auRerdem, dass zwar einige regelmaflig im Futter
vorliegende bakterielle Spezies nachgewiesen wurden (z. B. Pantoea spp., Streptococcus
spp.), andere moglicherweise mit dem Futter aufgenommene Bakterien der Genera
Pseudomonas spp., Flavobacterium spp. und Bacillus spp. die Mukosa der Speiserdhre aber
nicht besiedelten. Die Autoren schlieRen aus ihren Untersuchungen, dass der Oesophagus
eine organspezifische Besiedlung mit Mikroorganismen aufweist, deren Profil von fakultativ
und obligat anaeroben Spezies dominiert wird und dem der Maulhdhle @hnelt, sich aber stark

von dem der postgastrischen Abschnitten des Verdauungstrakts unterscheidet (Meyer, 2010).

2.2.3 Magen

Das Pferd besitzt einen einhdhlig-zusammengesetzten Magen, dessen Pars nonglandularis
sich Uber den Fundus, dem Saccus caecus ventriculi und Teile des Korpus erstreckt und durch
den Margo plicatus von der Pars glandularis mit Glandulae gastricae propriae, Pylorusdriisen
und Kardiadrisen abgegrenzt ist. Wahrend die Haupt- und Belegzellen der Fundusdrisen die
Sekrete fur die Vorverdauung produzieren, sezernieren Pylorus- und Kardiadrisen den
Magenschleim (Nickel, 2004). Das Fassungsvermigen betrdgt etwa 9-15 Liter und die
Magenpassage dauert beim Pferd etwa 1-5 Stunden (Meyer, 2002; Sutton, 2011).
Grundsatzlich wird die Passagedauer ungeachtet des betrachteten Verdauungsorgans von
der Art des Futters, der Behandlung bzw. Struktur seiner Bestandteile und der GrofR3e der

aufgenommenen Mahlzeit bestimmt (Hudson, 2008; Rosenfeld, 2009).

Durch von der Schleimhaut abgeltste Bakterien, die mit der Ingesta in die folgenden
Darmabschnitte gelangen, stellt der Magen einen wichtigen Ausgangspunkt fir die Besiedlung
des gesamten Gastrointestinaltrakts dar (Fuller, 1978; Varloud, 2007; Yuki, 2000). Er besitzt
auBBerdem eine Filterfunktion, da nicht séuretolerante Bakterien die Magenpassage nicht

uberleben.

Eine bakterielle Besiedlung ist vor allem an Futterpartikeln und an der Mucosa der glandularen
Schleimhaut nachzuweisen (Husted, 2010). Die bakterielle Gesamtkeimzahl im Fundus des
Magens betragt zwischen 108 cfu/ml (Varloud, 2007) und 10° cfu/ml Ingesta (de Fombelle,
2003; Kern, 1974) und nimmt zum Pylorus hin ab (Kern, 1974). Der Mageninhalt beherbergt
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grofRe Zahlen Laktobazillen, Streptokokken und Laktat verwertender Bakterien (de Fombelle,
2003). Lactobacillus acidophilus und L. reuteri wurden in der Ingesta nachgewiesen (Fujisawa,
1993). Mittels Sequenzanalyse konnten Isolate aus dem Mageninhalt von Pferden L. mucosae
mit 95 % Ahnlichkeit und L. delbrueckii (98 %) zugeordnet werden (Al Jassim, 2005). Diese
Besiedlung lasst bereits auf eine bakterielle Fermentationsaktivitat im Magen schliel3en. Diese
unterscheidet sich von den Fermentationsprozesen in den hinteren Abschnitten des
Verdauungstrakts vor allem dadurch, dass die Besiedlung durch sauretolerante Bakterien

erfolgt. Die 0. g. Genera sind vor allem saccharolytisch aktiv.

Die Schleimhaut des Magens wird vor allem durch Laktobazillen und Streptokokken in einer
Dichte von <10° Bakterien/mm? besiedelt (Perkins, 2012). Lactobacillus salivarius, L. crispatus,
L. reuteri, und L. agilis bilden auf der Schleimhaut der Pars nonglandularis eine dichte Schicht.
An einer Epithelzelle kbnnen so Uber 100 Bakterien haften. AuRRer fir Lactobacillus reuteri
konnte fur diese Bakterien in vitro eine Wirtsspezifitdt nachgewiesen werden. Wahrend fir
Schleimhautzellen eines Fohlens eine Adhasion gezeigt werden konnte, hafteten die Bakterien
nicht an Epithelzellen aus dem Magen von Ratten. Aufgrund dieser starken Anpassung sowie
ihrer Dominanz im oberen Verdauungstrakt kann davon ausgegangen werden, dass
Laktobazillen die bakterielle Besiedlung dominieren und so Kontrolle tber die Besiedlung mit
anderen Spezies austben (Yuki, 2000). Sie kdnnen so einen Teil der Magen- Barriere gegen
Salmonellen darstellen. Auch Sarcina ventriculi konnte von der Schleimhaut gesunder Pferde
isoliert werden (Husted, 2010). An 36 Pferden mit unterschiedlichen Schleimhautlasionen
konnte keine Assoziation zur mikrobiellen Besiedlung der Schleimhaut hergestellt werden. Nur
bei einem der untersuchten Pferde wurden Escherichia fergusonii und Enterococcus faecium

in raumlicher Assoziation zu Schleimhautlasionen gefunden (Husted, 2010).

Die Zusammensetzung der Mikrobiota des Magens wird sehr stark durch die Fitterung
beeinflusst. Ein wichtiger Einflussfaktor ist auRerdem der Zeitpunkt der Probennahme, da
Milieu und Substratverfiigbarkeit, die das Uberleben und Wachstum von Mikroorganismen im
Magen beeinflussen, nicht nur in Abhangigkeit von der Zusammensetzung der Ration, sondern
auch je nach Zeitpunkt der letzten Futteraufnahme stark schwanken (de Fombelle, 2003). So
konnten bei Pferden, die unmittelbar nach Heufiitterung getétet und beprobt wurden, vor allem
Lactobacillus spp., Streptococcus spp., und Sarcina spp. nachgewiesen werden. Auf
Schleimhautbiopsien von Tieren, die mit Gras und Heu gefiuttert wurden und nach
zwolfstiindiger Nahrungskarenz beprobt wurden, waren Proteobacterium spp. (Actinobacillus
spp. und Moraxella spp.) und Bacteroidetes (Prevotella spp. und Porphyromonas spp.)
dominant. Hierbei waren die Unterschiede zwischen den einzelnen Tieren grol3er als

diejenigen zwischen den Lokalisationen der Biopsieentnahme im Magen. Besonders
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Streptokokken und Laktobazillen lagen schleimhautassoziiert vor, fur Streptokokken konnte
aul3erdem gezeigt werden, dass sie in den Bereichen mit glandulérer Schleimhaut in héheren
Konzentrationen vorkommen als auf der driisenlosen Schleimhaut (Perkins, 2012). Bei Einsatz
starkereicher Rationen steigt der Anteil von Laktobazillen und laktatverwertenden Bakterien
im Magenchymus an (de Fombelle, 2003). Mittels einer Beprobung des Mageninhalts vier
gesunder Pferde jeweils 30 Minuten vor sowie 60 und 210 Minuten nach Aufnahme eines
pelletierten Futters wurde dieser Einfluss provoziert. Es konnte gezeigt werden, dass die
kulturell im Chymus ermittelte anaerobe Gesamtkeimzahl (GKZ) sowie die Keimdichte der
Laktobazillen und der Streptokokken nach der Fitterung linear anstieg. Wurde bei den
ntichternen Pferden eine GKZ von 3,46 x 10° /ml gemessen, stieg diese 90 Minuten spater auf
9,55 x 108 /ml und dreieinhalb Stunden nach der Futteraufnahme auf 2,09 x 108 /ml. Parallel
dazu stieg die Konzentration der Laktobazillen von 6,03 x 103 /ml auf 1,23 x 107 /ml, die der
Streptokokken von 6,92 x 10°® /ml auf 1,45 x 10° /ml. Die ebenfalls untersuchten Laktat
verwertenden Bakterien zeigten diese Entwicklung weniger deutlich, stiegen aber insgesamt
von 1,78 x 10* /ml vor der Fitterung auf 2,63 x 10* /ml vier Stunden spater. Zwischen den
einzelnen Tieren bestanden grofRe individuelle Unterschiede, die sich als statistisch
signifikanter Einzeltiereffekt beziglich der Laktat verwertenden Bakterien auf3erten (Varloud,
2007).

Trotz des sporadischen Nachweises von DNA von Helicobacter pylori auf der Schleimhaut
gesunder Tiere (Contreras, 2007) konnte dieses Ergebnis nicht regelmalRig reproduziert
werden, sodass davon auszugehen ist, dass dieser nicht zur physiologischen Mikroflora des
Pferdemagens gehdrt (Husted, 2010; Perkins, 2012). Bislang gibt es keine Hinweise auf einen
Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein von Schleimhautl&sionen und der mikrobiellen
Besiedlung. Ob andere Erreger oder deren Stoffwechselprodukte an der Entstehung
ulzerativer Magenerosionen beteiligt sind, bedarf einer weiteren wissenschaftlichen Abklarung
(Sykes, 2015).
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Tabelle 1: Mikrobielle Besiedlung des Magens gesunder Pferde

Kern de Fombelle ; | Husted Perkins

(1974) (2003)? Varloud (2007)* | 511 (2012)
n Proben 5 7 4 63* o*

fakultativ anaerob
aerobe
Gesamtkeimzahl
. . <4,89 (1)°
Escherichia coli <3'(1)10
Moraxella sp. (2)%7
Streptococcus 3,842-6,16 3
7,3-7,5(1 ' ' 2)7
spp. @) 1) ()
Actinobacillus sp. (2
Acinetobacter sp. (2)¢
strikt anaerob
anaerobe 9,44 (1)° 2 3
Gesamtkeimzahl | 9,28 (1)X° 9.0-9.1(1) 5,54°-8,32° (1)
g;;mbac'”“s 7,8-8,4 (1) 3,78%7,09° (1)
L. salivarius (2)°
L. hayakitensis (2)¢
L. jensenii / L. 6.8
fornicalis (2)
Sarcina sp. (2
Sarcina ventriculi (2)°
Eubacterium sp. (2)”
Veillonella sp. (2)°
funktionelle Gruppen

Proteolyten

29
Cellulolyten 2.4810 1,0-1,4
Laktat
verwertende 6,8-7,6 4,224 — 4,423
Bakterien

Identifikation der Mikroorganismen: (1) phanotypisch, (2) genotypisch, * qualitativer Nachweis

1 colony count; Ig/g(ml) Chymus, 2 30 Minuten vor Fitterung, ® 210 Minuten postprandial, 4 60 Minuten

postprandial, 5 Klonen und Sequenzieren; gesunde Schleimhaut von Tieren mit Schleimhaut- Lasionen,

6 Drusenschleimhaut, 7 driisenlose Schleimhaut, 8 phylogenetisch verwandt, ° Fundusregion, 1°

Pylorusregion
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2.2.4 Dinndarm

Der Dunndarm des Pferdes hat eine Gesamtlange von etwa 25 Metern, davon entfallen 1 m
auf das Duodenum und 0,5 m auf das lleum, der Rest auf das Jejunum (Budras, 2004). Die
Passagezeit durch den Diinndarm betragt etwa 1,5-4,5 Stunden (Meyer, 2002; Sutton, 2011).

Im Vergleich zum Magen ist die GKZ im Dinndarm niedriger. Grinde dafur kdnnen einerseits
in der Verénderung des pH-Wertes, andererseits in einer starken Proteolyse bestehen (de
Fombelle, 2003). AuRerdem zu berlicksichtigen ist die zum Magen vergleichsweise schnellere
Passage des Verdauungsbreis durch den Dinndarm (Mackie, 1988; Meyer, 2002). Die
Gesamtpopulation von Bakterien steigt entlang des Dinndarms an. Kann im Duodenum eine
Gesamtkeimzahl kultivierbarer Bakterien von 2,9 x 108 cfu/g gemessen werden, liegt sie im
lleum bei 3,8 x 107 cfu/g Chymus. Hierbei sinkt der relative Anteil der mukosalen Keimzahl an

der GKZ zugunsten der luminalen Bakterienpopulationen (Mackie, 1988).

Im DiUnndarminhalt werden hohe Konzentrationen an Laktobazillen, Streptokokken sowie
Laktat verwertenden Bakterien gefunden (de Fombelle, 2003; Mackie, 1988). Der Grund
hierfir liegt in der relativ hohen Verflgbarkeit leicht fermentierbarer Kohlenhydrate. Entlang
des Dunndarms sinkt die Anzahl der Laktobazillen, die Streptokokken nehmen zu (de
Fombelle, 2003). Die Laktatkonzentration im Duinndarminhalt sinkt bei ausschliel3licher
Raufutteraufnahme von 0,75 mmol/l im Duodenum auf etwa 0,4 mmol/l im lleum (Mackie,
1988). L. salivarius, L. reuteri, L. acidophilus besiedeln alle Abschnitte des Dinndarms
(Fujisawa, 1993).

In Analogie zur Gesamtkeimzahl steigt die Zahl proteolytischer Bakterien entlang des
Dunndarms an. (Mackie, 1988). Da die vorderen Abschnitte des Verdauungstrakts beim Pferd
insgesamt eine eher geringe bakterielle Besiedlung aufweisen, die proteolytische Aktivitat im
Dunndarm aber 10-100fach hoher ist als im Dickdarm, kann auf eine geringe Nutzung
mikrobiellen Proteins aus dem Dickdarm und eine anteilig hohe Nutzung im Dinndarm

enzymatisch verdauter Proteine zur Deckung des Bedarfs geschlossen werden (Kern, 1974).

Auch die mikrobielle Besiedlung des Dinndarms unterliegt dem Einfluss durch die Ftterung.
So steigt beispielsweise die Anzahl cellulolytischer Bakterien bei rohfaserreicher Fltterung auf
etwa 102 cfu/ml Ingesta. Nach hoher Aufnahme an Starke kommt es im Dinndarm von Pferden
dagegen zu einer Akkumulation von Laktat sowie zu einer Reduktion der pH-Werte (Radicke,
1990). Im Vergleich zu Caecum und Colon sind die cellulolytische Aktivitat im Dinndarm, die
Konzentration kurzkettiger Fettsduren (SCFA) und auch die Zahl cellulolytischer Bakterien
sehr gering, sodass davon ausgegangen werden kann, dass der Beitrag des Dinndarms zur

fermentativen Energiegewinnung zu vernachlassigen ist (de Fombelle, 2003; Kern, 1974).
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Bei der Ergénzung einer heubasierten Ration mit Getreide verschiebt sich das Verhéltnis der
Bakterien im Jejunum zu Ungunsten der SCFA- produzierenden Bakterien, die Laktobazillen
steigen von etwa 108 cfu/g auf 10° cfu/g, Enterokokken und Enterobakteriazeen nehmen im
Vergleich zur reinen Heufitterung ab (Kollarczik, 1992). Im lleum steigt die Gesamtkeimzahl
ebenso wie die Besiedlung mit Laktobazillen und Streptokokken (de Fombelle, 2003). Diese
Laktat produzierenden Bakterien tragen zu stark erhohten Laktatkonzentrationen unter
starkereicher Fitterung und einem damit einhergehenden Abfall des pH- Wertes bei
(Kollarczik, 1992). Unter Betrachtung von Wasserstoff im Exspirat als Parameter der
bakteriellen Stoffwechselaktivitat im Dinndarm konnte erhdhte mikrobielle Aktivitat nach der
Futterung von hohen Starkemengen (2 g/kg Koérpermasse) sowie von Inulin (1,5 g/kg

Kdrpermasse) nachgewiesen werden (Coenen, 2006; Vervuert, 2009).
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Tabelle 2: Mikrobielle Besiedlung des Dunndarminhalts gesunder Pferde

Duodenum Jejunum lleum
Mackie Schoster Mackie ggmbelle Kollarczik Schoster Mackie gﬁmbelle Schoster Kern
1 1 1 1
(1988) (2012) (1988) (2003)! (1992) (2012) (1988) (2003)! (2012) (1974)
n Proben 11 15 11 7 5 15 11 7 15 5
fakultativ anaerob
aerobe Gesamtkeimzahl
78-8,3
; (1)°
Enterobacteriaceae 71-83
(1)°
Escherichia coli 3,95 (1)
75-8,1 7,4-8,0
Streptococcus spp. ! ! ' '
P PP ©) i ©)
53-7,7 (1)
Enterococcus spp. 5.2-7,0 (1)°
strikt anaerob
8,25-9,1 7,567 (1)
. 6,47 (1) 7,46 (1) ) v 7,58 (1) i :
anaerobe Gesamtkeimzahl 6.33 (1)° 6.8 (1)3 8,6-8,7 (1) Q) . 6.96 (1)° 7,9-8,8 (1) 9,31
8,7-9,0 (1)
7,3-8,8
. 6,5-6,8 (2)5 6,4—-7,2
2 2 2
Lactobacillus spp. 6,27 (1) 6,15 (1) ) 78-88 6,12 (1) 1)
(1)°
Clostridium difficile (4 (L (L4
funktionelle Gruppen
Proteolyten 6,482 7,192 7,342
vt 6,253 6,463 6.96°
Cellulolyten 09-1,8 1,0-1,7
Laktat verwertende Bakterien 6,5-6,7 6,5-7,2

Identifikation der Mikroorganismen: (1) phanotypisch, (2) genotypisch

1 colony counts, 2 Lumen, 3 Mucosa, 4 1 von 15 Tieren, 5 nlchtern, ¢ 4 h postprandial, 7 kultivierbar
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2.2.5 Caecum

Das Pferd besitzt unter den Haussaugetieren das mit etwa einem Meter Lange am starksten
entwickelte Caecum. Es wird in Basis, Corpus und Apex caeci unterteilt und fasst im Mittel 35
Liter (Budras, 2004, Nickel, 2004). Beim Pferd entfallen etwa 85 % der Darmpassagezeit auf
den Dickdarm, im Caecum verbleibt die Ingesta fur bis zu 20 Stunden (Meyer, 2002).

Unter der Annahme, dass die Aufnahme von Aminosauren am Ende des Dinndarms
abgeschlossen ist, ist davon auszugehen, dass die wichtigste Funktion des Caecums fir das
Pferd in dem Beitrag der cellulolytischen Bakterien zum Energiehaushalt mit der Produktion
fluchtiger Fettsauren besteht (GfE, 2104). Die dominierenden cellulolytischen Spezies im
Caecumchymus sind Ruminococcus albus, Ruminococcus flavefaciens (Julliand, 1999) sowie

Fibrobacter succinogenes (Julliand, 1999; Lin, 1995).

Die mikrobielle Besiedlung des Caecums gesunder Tiere variiert in Abhangigkeit von der
Zusammensetzung des Futters (Goodson, 1988; Julliand, 2001; Julliand, 1993).
Veranderungen in der mikrobiellen Besiedlung des Chymus wurden bereits flinf Stunden nach
Futterung von Getreide beobachtet (de Fombelle, 2001). Nach erhohter Gabe
leichtverdaulicher Kohlenhydrate kdnnen hoéhere Gesamtzahlen obligat anaerober sowie
fakultativ anaerober Bakterien gemessen werden. Lagen diese in der Digesta wahrend reiner
Heufutterung bei 1,82 x 107 cfu/ml bzw. 2,0 x 10° cfu/ml, stiegen die Keimzahlen zwei Wochen
nach isoenergetischer Futterumstellung auf Gerste als Kraftfutter mit reduzierter Heugabe auf
jeweils tber 108 cfu/ml an. Gleichzeitig sank die Anzahl cellulolytischer Bakterien von 1,18 x
107 cfu/ml auf 6,0 x 104 cfu/ml (Julliand, 2001). Zwei Tage nach Erhéhung des Starkegehalts
in der Ration konnte bei einem Pony eine Gesamtkeimzahl von 10%° cfu/ml gemessen werden,
wahrend der Wert einen Tag zuvor noch um 10° cfu/ml variierte (Goodson, 1988). Gleichzeitig
kann es zu einer erheblichen Vermehrung von Streptokokken und Laktobazillen kommen (de
Fombelle, 2001). Dennoch ist die Anzahl der Laktobazillen, Streptokokken und Laktat
verwertenden Bakterien mit je etwa 10° cfu/ml im Caecum etwa um das zehnfache niedriger
als die entsprechenden Werte im Colon. Auch dieses Verhaltnis ist stark fltterungsabhéngig
(de Fombelle, 2001; de Fombelle, 2003). Aus diesen Ergebnissen schlie3en die Autoren, dass
mdglicherweise nicht- Partikel- assoziierte leicht fermentierbare Kohlenhydrate eher durch das
Caecum transportiert werden und grof3eren Einfluss auf die mikrobielle Besiedlung des Colons
nehmen (s.u.) (Drogoul, 2000; de Fombelle et al., 2001). Gelangen hohe Gehalte leicht
fermentierbarer Kohlenhydrate in das Caecum, kann es zur Azidose kommen. Die klinischen
Konsequenzen sind verschieden und kénnen neben Koliken und Durchfall unter anderem auch
Hufrehe einschliel3en (Garner, 1978; Wolter, 1983; Zeyner 2003; Van Eps, 2006). Durch Gabe

kurzkettiger Fructooligosaccharide dagegen konnten die Folgen einer plotzlichen
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Futterumstellung auf grofRe Mengen Gerste insofern abgemildert werden, als
Laktatkonzentration und Anstieg der Laktobazillen und Streptokokken im Caecum im Vergleich
zu einer Kontrollgruppe nicht oder nur abgeschwacht stattfanden (Respondek, 2008).
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Tabelle 3: Mikrobielle Besiedlung des Caecuminhalts gesunder Pferde

Kern Greil Mackie Moore Lin, Bailey Julliand | Julliand | Milinovich Maczulak | Julliand ggmbelle ggmbelle
(1974)8 | (1996) 8 | (1988)% | (1993)° | (1995)° | (2003)% | (1999) (2001)8 (2008) (1985)8 (1993)8 (2001)78 | (2003)°
n Proben 5 6! 11 4 1 100 3 3 5 2 5 3 7
fakultativ anaerob

aerobe 7.1(1) 6,3-8,06 ca. 7-8,1
Gesamtkeimzahl ' (1) (1)
Escherichia coli 441 (1) | 40() 2
Hafnia spp. 3,8(1)
Enterobacter 3,6 (1)
spp.
Citrobacter spp. 3,5(1)
Acinetobacter 33 (1)
spp.
Pseudomonas 3,0 (1)
spp. _
Flavobacterium 40(1)
Spp. _
Actinobacillus 5,3 (1)
spp.
Streptococcus 5.8 (1)
spp.
Staphylococcus 40(1) 1)
spp.
Micrococcus spp. 5,6 (1)
Bacillus spp. 1,3(1)
Streptococcus ca, 7,5 5,7- 6,95 | 19,1- >80 1 ca. 5,9- 6,2-6,3
Spp. @’ 1) % (2)*° 7,2(1) 1)
Streptococcus
bovis @
Streptococcus @)
lutetiensis
Streptococcus

: (2)
gallolyticus
Streptococcus
henryi (2)
Streptococcus
caballi (2)

strikt anaerob
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anaerobe
Gesamtkeimzahl

8,69 (1)
9,8112

9,41 (1)

8,96

8,62 (1)

7,26-
8,55 (1)

8,4-8,6

(1)
9,4-9,7 12

ca. 7,7-
8,3 (1)

7,6-7,7
@

Clostridium
perfringens

<1,0
@y

Butyrivibrio spp.

1)

Anaerovibrio spp.

3,9-12,4 %
(2)10
<40 %!

Anaerovibrio
lipolyticus

<0,06 %
(2)10

Succinivibrio spp.

(2), <40
%11

Succinivibrio
dextrinosolvens

<19,4 %
(2)10

Lactobacillus spp.

6,0 (1)

8,54
(1)13

ca,
7,17(1)

5,62-
6,87 (1)

@)

ca. 5,7-
7,2 (1)

6,1-6,2
Q)

Lactobacillus equi

@)

Lactobacillus
hayakitensis

@)

Lactobacillus
mucosae

@)

Lactobacillus
reuteri

)

Lactobacillus
delbrueckii

@

Lactobacillus
salivarius

)

Lactobacillus
fermentum

)

Bacteroides spp.

1)

Fibrobacter
succinogenes

12%
2°

0,28-4,3
% (2)°

Selenomonas
spp.

1)

Propionibacterium
Spp.

1)

Eubacterium spp.

1)

Ruminococcus
flavefaciens

1,9-4,69
% (2)°

Ruminococcus
albus

<0,01%
2°
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funktionelle Gruppen

Proteolyten 9,2 5,5-6°
4,78- 6,7- ca. 5,5-
9 9 ) ) ) B
Cellulolyten 7,63 7,28 7,2 6.27 6.973 5.8 5,0-6,0
Laktat
verwertende 8,72 gig gaz. 5.1 5,6-6,1
Bakterien ' '

Identifikation der Mikroorganismen: (1) phanotypisch, (2) genotypisch

1 21 Proben, davon 6 von gesunden Tieren, 2 ein Tier, 3 nach 7-tagiger Inkubation (nach Hungate, 1950), 4 keine Angabe zur Methode, 5 Angabe in % der
gesamten isolierten rRNA, © in-vitro Studie, 7 aus Diagramm, & colony count; Ig/g(ml) Chymus, ° Angabe als Most Probable Number, 1° in % der
Bakterienpopulation (QPCR), '1in %der Bakterienpopulation (Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung), 12 direkte mikroskopische Auszéhlung, 3 drei Tiere
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2.2.6 Colon

Das Colon des Pferdes ist stark entwickelt mit einem Gesamtvolumen von etwa 100 Litern, die
Colonpassage dauert bis zu 24 Stunden (Meyer, 2002). Beginnend mit dem Collum coli, das
den Ubergang vom Caecum zum Colon bildet, setzt es sich zuerst als Colon ventrale dextrum
kranial fort, um dann an der Flexura diaphragmatica ventralis in das Colon ventrale sinistrum
Uiberzugehen. An der Flexura pelvina geht es in das Colon dorsale sinistrum und schlie3lich
an der Flexura diaphragmatica dorsalis in das Colon dorsale dextrum Uber. Das Colon
transversum bildet den Ubergang zum langen und engen Colon descendens (Nickel, 2004).
Ebenso wie das Caecum ist das Colon Ort der Faserverdauung (Kern, 1974). Die anaerobe
GKZ im Colon des Pferdes erreicht bei Heufuitterung Werte von etwa 108 cfu/ml (Muhonen,
2009). Werden erhohte Mengen Konzentratfutter (Gerste vs. Heu) gefuttert, kann die
Gesamtkeimzahl vor allem aufgrund der Zunahme der amylolytischen Bakterien ansteigen,
wahrend die Keimzahlen cellulolytischer Bakterien abnehmen. Die Keimzahlen der
Laktobazillen, Streptokokken und der Laktat verwertenden Bakterien nehmen nach Erhéhung
des Starkegehalts im Futter zu. Diese Veradnderungen sind individuell unterschiedlich
ausgepragt (Julliand, 2001; Muhonen, 2009). Wird von Heu als Raufutter plotzlich auf
Grassilage umgestellt, so wird nach drei Wochen ein Anstieg der Laktobazillenpopulation von
5,01 x 10° /ml Chymus auf 1,58 x 10° /ml beobachtet. Wird anstelle dessen Heulage eingesetzt,
sinkt die Anzahl der Streptokokken von 108 cfu/ml auf etwa 10° cfu/ml. In dieser Studie wurde
ein Einfluss der Raufutterumstellung auf die anaerobe GKZ ebenso wenig festgestellt wie
Veréanderungen der Konzentrationen von cellulolytischen oder Laktat verwertenden Bakterien
(Muhonen, 2009).

In einigen Studien konnten fitterungsbedingte Veranderungen der Mikrobiota vor allem im
Colon, weniger im Caecum beobachtet werden (de Fombelle, 2001; Julliand, 2001).
Unabhangig von Anderungen des Starkegehalts der Ration konnte festgestellt werden, dass
die Keimzahlen amylolytischer und Laktat verwertender Bakterien im Colon héher sind als im
Caecum (de Fombelle, 2001). Diese Autoren schlieBen, dass das Caecum geringeren
Konzentrationen leicht fermentierbarer Kohlenhydrate ausgesetzt ist, als die ventralen
Colonlagen. Ebenso kann aber geschlossen werden, dass gerade aufgrund dieser Verteilung
das Caecum besonders empfindlich auf erhdhte Gehalte leicht fermentierbarer Polysaccharide

in der Ingesta reagiert.

Des Weiteren ist die mikrobielle Besiedlung des Colons nicht homogen. In der rechten
ventralen Colonlage entspricht sie am ehesten der des Caecums. Die cellulolytischen
Bakterien nehmen in den hinteren Dickdarmabschnitten ab (de Fombelle, 2003). Diese Effekte

beruhen wahrscheinlich auf zwei Mechanismen, einerseits werden Partikel von >1 cm Léange

25



an der Beckenflexur zurtickgehalten und andererseits der Durchfluss von Flissigkeit und
kleinen Partikeln am Ubergang von der rechten dorsalen Colonlage ins distale Colon verzogert
(,Colonic Separation Mechanism“) (de Fombelle, 2003; Drogoul, 2000).

Auch Clostridium difficile konnte in allen Dinn- und Dickdarmabschnitten gesunder Pferde
nachgewiesen werden. In acht von 15 gesunden Tieren wurden toxigene Stamme
nachgewiesen. C. difficile wird mit akuter Enterocolitis beim Pferd in Verbindung gebracht,
deren Verlauf von milden Enterocolitiden bis zu schweren hamorrhagisch- nekrotischen
Entzindungen reichen kann. Auch Entziindungen des Duodenums und Jejunums kdnnen
durch C. difficile ausgelést werden (Schoster, 2012). Neben Enterocolitiden wird C.
perfringens auRerdem mit der Equine Grass Sickness (EGS) assoziiert, einer Polyneuropathie,
die sich meist als Kolik mit gastrointestinaler Stase auf3ert. In der vorliegenden Studie konnte
C. perfringens nur aus dem Colon eines klinisch gesunden Tieres isoliert werden (Schoster,
2012).
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Tabelle 4: Mikrobielle Besiedlung des Coloninhalts gesunder Pferde

Mackie Fujisawa (1993) | Moore (1993)! | Lin (1995) de Fombelle Kern (1974) | Julliand (2001) | de Fombelle
(1988)* (2001)* (2003)
n Proben 11 4 1 3 5 3 7
fakultativ anaerob

aerobe Gesamtkeimzahl ca. 7-8,1°

Escherichia coli 5,33 (1)

Streptococcus spp. ca. 6,1-7,5(1)° 6,51- 7,64 (1)" | 7,1-7,67
6,9-7,48

strikt anaerob
anaerobe Gesamtkeimzahl | 8,78 (1) 9,51 (1) ca. 7,7-8,3° 8,56 (1) 8,1-8,97
9,5° 8,3-8,6°

Lactobacillus spp. 8,32 (1)? 1) ca. 6,5-8,5(1)° 6,63- 8,58 (1)’ | 7,0-7,47
7,4-7,58

Lactobacillus reuteri Q

Lactobacillus acidophilus Q

Lactobacillus salivarius (1)

Fibrobacter succinogenes 4% (2)*

Fibrobacter intestinalis (2

funktionelle Gruppen

Proteolyten 8,48

Cellulolyten 7,42 ca. 5,5-5,8° 6,85 5,5-6,07
4,7-5,68

Laktat verwertende Bakterien | 8,043 ca. 6,5-7,5° 6,49- 7,337 5,8-6,07
5,9-6,58

Identifikation der Mikroorganismen: (1) phanotypisch, (2) genotypisch

Icolony counts in Ig/g (ml) Chymus, 2 drei Tiere, 8 ein Tier, 4 Angabe in % der isolierten rRNA, ® aus Diagramm, & mikroskopische Auszahlung, 7 rechte ventrale
Colonlage, 8 linke dorsale Colonlage
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2.2.7 Faeces

Wie auch in der vorliegenden Arbeit wird aus praktischen Grinden meist auf Faeces
zurlckgegriffen, um ein mdoglichst reprasentatives Bild der mikrobiellen Besiedlung der
hinteren Abschnitte des Verdauungstrakts zu erhalten. Dementsprechend liegen
vergleichsweise viele Studien vor, die die bakterielle Besiedlung von Pferdekot untersuchen.
Die Aussagekraft dieser Proben wird unterschiedlich bewertet. Wahrend einer Studie zufolge
das mikrobiologische Profil von Kotproben am ehestem dem des Caecums entspricht
(Schoster, 2013), wurden in einer anderen Studie grof3e Abweichungen festgestellt (Dougal,
2012).

In einer Studie, die 104 16SrDNA Klone aus Faeces mit bekannten Gensequenzen verglich,
konnten nur bei 3,8 % der Sequenzen Ahnlichkeiten ab 97 % mit Sequenzen aus der GenBank
festgestellt werden. Der Grof3teil (96,2 %) der molekularbiologisch im Pferdekot
nachgewiesenen Sequenzen zeigte weniger genetische Ubereinstimmung mit derzeit
bekannten Arten. Diese Studie stellte aufRerdem Unterschiede zwischen Wild- und
Hauspferden fest (Yamano, 2008). In einer anderen Studie konnten 27 % der 67 isolierten
Sequenzen bekannten Arten zugeordnet werden (Ahnlichkeit >97 %). Die groRte Ahnlichkeit
der aus Pferdekot isolierten Gensequenzen bestand zu Sequenzen, die zuvor aus dem Kot
anderer Tierarten, die ebenfalls Energie aus Fermentation im Dickdarm gewinnen, isoliert
wurden (Willing, 2009). Die bakterielle Diversitat im Pferdekot ist héher als die von Menschen,
Schweinen und Rindern und die Bakterienpopulation wird weniger stark von einzelnen
taxonomischen Gruppen dominiert. Es konnten Vertreter aus 10 Bakterienstammen
identifiziert werden (Shepherd, 2012). Die dominierenden Arten unter den Laktobazillen sind
L. hayakitensis, L. equigenerosi und L. equi (Morita, 2009).

Auch neuere Studien weisen eine hohe Artenvielfalt der fakalen Mikrobiota nach. So konnten
von 158 mittels Pyrosequenzierung identifizierten Gattungen nur 40 mit einer relativen
Haufigkeit von >1 % nachgewiesen werden. Es dominieren die Familien Ruminococcaceae,
Lachnospiraceae und bisher nicht identifizierte Familien innerhalb der Clostridiales und
Bacteroidales. Ein Futterungseinfluss durch siliertes Raufutter in Kombination mit Getreide im
Vergleich zu Weide &uRerte sich weniger als Anderung der Artenvielfalt und vielmehr als
Anderung der Haufigkeit einzelner Bakterienarten (Fernandes, 2014). In einer weiteren Studie
wurde wiederum mittels Pyrosequenzierung die Dominanz der Firmicutes gefolgt vom Stamm
der Bacteroidetes bestatigt (Dougal, 2014). In einer Studie, in der die Faeces von sechs

Rennpferden untersucht wurden, zeigte sich ebenfalls die Dominanz der Firmicutes und
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Bacteroidetes, gefolgt von den Stdmmen Proteobacteria, Verrucomicrobia, Actinobacteria,

Euryarchaeota, Fibrobacteres and Spirochaetes (O’'Donnell, 2013).

Ahnlich den weiter proximal gelegenen Darmabschnitten kann auch in den Faeces ein
gewisser Futterungseffekt nachgewiesen werden. Bei erhdhten Gaben leichtverdaulicher
Kohlenhydrate werden Laktobazillen und Streptokokken in gréRerer Anzahl gemessen (de
Fombelle, 2003; Willing, 2009). Mittels Pyrosequenzierung von 16S rDNA wurde ein
Futterungseinfluss durch Starke und Ol an der abnehmenden Haufigkeit der Firmicuten und
bei Olfiitterung an dem vermehrten Nachweis von Proteobacteria verglichen mit reiner
Heufltterung nachgewiesen. AufRerdem stellten die Autoren fest, dass die bakterielle

Diversitat in den Faeces alterer Pferde (5-12 Jahre vs. 19-28 Jahre) abnimmt (Dougal, 2014).

Neuere Untersuchungen zeigen, dass das Phylum Methanomicrobiales offenbar die am
haufigsten vorkommende Gruppe der methanogenen Archaeen im Dickdarm des Pferdes
darstellt. Die meisten der aus Kotproben isolierten Klone waren allerdings nicht eindeutig
taxonomisch identifizierbar (Lwin, 2014). Zuvor waren mittels Sequnzanalyse bakterieller 16S
rDNA Methanobrevibacter ruminantium und Methanocorpusculum parvum identifiziert worden
(Yamano, 2008).

Mittels Sequenzierung konnten Hinweise darauf gewonnen werden, dass eine Colitis auf einer
bakteriellen Dysbiose und einer Verschiebung zugunsten der Bacteroidetes (14,2 % der RNA
gesunder Pferde vs. 40 % bei Pferden mit Colitis) und Proteobacteria (10 % vs. 18 %) bei
Abnahme der Vertreter der Firmicuten (68,1 % vs. 30,3 %) beruhen kann. Actinobacteria,
Spirochéaten, Lachnospiraceae und Clostridien wurden bei gesunden Pferden in grél3eren
Konzentrationen im Kot nachgewiesen. Die Autoren schlieRen auf eine Dysbiose, eine
Verschiebung des bakteriellen Gleichgewichts im Gegensatz zu einer Vermehrung eines
spezifischen pathogenen Bakteriums als mdgliche Ursache der Colitis beim Pferd (Costa,
2012).
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Tabelle 5: Mikrobiota in den Faeces gesunder Pferde

Garrett de Fombelle | Endo Willing Endo Weaver Koike Kuhl Morita | Yamano | Berg Shepherd
(2002) (2003) (2007) | (2009) (2009) | (2005) (2000) (2011) (2009)” | (2008) (2005) | (2012)7
n Proben 6 7 6 6 12 4 4542 30 9 4542 9 2
fakultativ anaerob
aerobe 8,56 (1) 10,236- 4,9
Gesamtkeimzahl 10,8 (1)*5
Enterobacteriaceae 2,5-5,3(1)
Escherichia coli @ @) 4,8 (1) 2,3-2,9
1)
Escherichia fergusonii @@
Actinobacillus spp. 0,03 % (2)
Enterococcus sp. 1,6-2,5
1)
Streptococcus 7,4-7,8 (1) 8,50 (2) 55 (1) 0,6-2,5 0,17 % (2)
1)
S. bovis/S. (2) 2
equinus
Staphylococcus 0,1-1,7
1)
Proteus sp. <04 (1)
Acinetobacter sp. £1,2(1)

Asaccharobacter spp. 0,03 % (2)
Denitrobacterium spp. 0,05 % (2)
strikt anaerob

anaerobe 8,64 (1) 8,3-8,6 (1)

Gesamtkeimzahl

Clostridium (2)

bifermentans

Clostridium polysac- 2y
charolyticum

Butyrivibrio (2)°
fibrisolvens

Peptostreptococcus (2)

anaerobius

P. prevotii (1)

P. productus (€D)]

P. micros ()

Sarcinia ventriculi

1)
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Lactobacillus

€))

7,475 (1)

8,47 (2)

7,49 (2)

7,11

0,36 % (2)

Lactobacillus
crispatus

)

Lactobacillus
amylovorus

@)

Lactobacillus
johnsonii

@)

@

)

Lactobacillus
salivarius

@)

1@

)

Lactobacillus reuteri

()

Lactobacillus equi

()

1) (2

(0]

@)

Lactobacillus
gastricus

)

Lactobacillus ruminis

OIGk

Lactobacillus
delbrueckii

@)

Lactobacillus
buchneri

@)

Lactobacillus vitulinus

Lactobacillus
mucosae

1@

@)

Lactobacillus agilis

@) (2

@)

Lactobacillus
hayakitensis

@)

@)

Lactobacillus
equigenerosi sp. nov.

(2?

@)

Eubacterium spp.

1)

0,09 % (2)

Bifidobacterium

@)

Parascardovia
denticolens
(Bifidobacterium
denticolens)

@)

)

Bifidobacterium
pseudolongum

27

Bifidobacterium
urinalis

@)

Bifidobacterium boum

()

Weissella con-
fusa/Weissella cibaria

)

@

Ruminococcus spp.

(2)*5

0,50 % (2)

Ruminococcus
flavefaciens

@)
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Ruminococcus albus (2)

Fibrobacter spp. 2 0,75 % (2)
Fibrobacter ) (2)*°

succinogenes

Alloscardovia (2)*?

omnicolens

Acetivibrio spp. 0,19 % (2)
Acidaminococcus 0,31 % (2)
spp.

Anaerosporobacter 0,09 % (2)
spp.

Blautia spp. 0,92 % (2)
Coprococcus spp. 0,23 % (2)
Faecalibacterium spp. 0,08 % (2)
Mogibacterium spp. 0,16 % (2)
Oscillibacter spp. 0,43 % (2)
Papillibacter spp. 0,07 % (2)
Pseudobutyrivibrio 0,23 % (2)
spp.

Roseburia spp. 0,27 % (2)
Schwartzia spp. 0,12 % (2)
Sporobacter spp. 0,22 % (2)
Treponema spp. 1,93 % (2)
Treponema zioleckii (2)*

Treponema (2)*

bennaborense

Prevotella spp. 0,23 % (2)
Prevotella albensis (2)*

Selenomonas 2)*

ruminantium

Mollicutes spp. 0,13 % (2)
Succinivibrio spp. 0,16 % (2)

funktionelle Gruppen

cellulolytische 5,0-5,2
Bakterien
Laktat verwertende 6,2-6,3

Bakterien

Milchsaurebakterien

ca. 6,5-7,5

Identifikation der Mikroorganismen: (1) phanotypisch, (2) genotypisch
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* phylogenetisch verwandt, ! nur bei Verfiitterung von Konzentratfutter, 2 in 1 von 12 Tieren, 2 Winter, 4 Sommer, 5 Hokkaido native horses, ® mikroskopische

Auszéhlung, 7 Sequenzierung 16S rRNA
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2.3 Probiotika

2.3.1 Definition

Mit seiner Definition von Probiotika als ,A live microbial feed supplement which beneficially
affects the host animal by improving its intestinal microbial balance” (Fuller, 1989) legte
FULLER 1989 erstmals Betonung darauf, dass ein probiotischer Organismus lebensfahig sein
muss. Eine von der Expertenkommission der FAO/WHO aufgestellte Definition aus dem Jahre
2001 bezieht sich nur auf die Wirkung, ohne den Wirkmechanismus in den Vordergrund zu
stellen: “Probiotics are live microorganisms which when administered in adequate amounts
confer a health benefit on the host” (Julliand, 2006).

2.3.2 Geschichte der Probiotika und rechtlicher Hintergrund

Seit Beginn des 20. Jahrhunderts ist dank der Arbeit von Elie Metchnikoff das Prinzip der
Aufnahme lebender Mikroorganismen zur Verbesserung der Gesundheit des Wirtsorganismus
bekannt (Fuller, 1992). Er nannte den von ihm in fermentierten Milchprodukten entdeckten
Organismus Bacillus bulgaricus (Busch, 1999). Nur wenige Jahre spater wurde bereits an der
Verabreichung intestinaler Isolate geforscht (Rettger, 1921). Etwa 50 Jahre nach der Arbeit
von Metchnikoff begann die Aufdeckung der Rolle, die die Mikrobiota des
Gastrointestinaltrakts fir die Gesundheit des Wirtsorganismus spielen (Bohnhoff, 1954; Freter,
1955). Aus diesen Erkenntnissen entstand Interesse an der Erforschung moglicher Probiotika,

nicht zuletzt als Alternative zu antibiotischen Leistungsforderern (Fuller, 1992).

Vor dem Einsatz als Futterzusatzstoff missen Probiotika im Rahmen der Verordnung (EG)
1831/2003 Uber Zusatzstoffe zur Verwendung in der Tierernahrung zugelassen werden. In
dieser Verordnung werden verschiedene Kategorien von Futtermittelzusatzstoffen
unterschieden. Probiotika gehdren zu den zootechnischen Zusatzstoffen. Neben dem
Nachweis von Unbedenklichkeit, Wirksamkeit und Stabilitat missen fir die Zulassung eines
Probiotikums unter anderem Daten zu ldentitat, Charakteristika sowie Bedingungen fir den
Einsatz der Mikroorganismen und zur Umweltsicherheit vorgelegt werden. Die Zulassung
erfolgt nach den MaRgaben der Verordnung (EG) Nr. 429/2008 mit
Durchfiihrungsbestimmungen zur Verordnung (EG) Nr. 1831/2003. Der Antrag auf Zulassung
als Futtermittelzusatzstoff wird Uber das Bundesamt fiur Verbraucherschutz und
Lebensmittelsicherheit an die Europaische Kommission weitergeleitet und von der

Européischen Lebensmittelbehdrde (EFSA) geprift, hierzu muss der Antragsteller auRerdem
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Informationen zur Nachweisbarkeit und tber moégliche Rickstdnde im Lebensmittel an das
Gemeinschaftliche Referenzlabor Ubergeben. Auf der Basis der von der EFSA erstellten
Stellungnahme und des Bewertungsberichts verfasst die Europdische Kommission einen
Verordnungsentwurf und nimmt ggf. auch die Eintragung in das Gemeinschaftsregister vor.
Die Zulassung erfolgt fir einen Stamm und eine Tierart fir 10 Jahre und kann auf Antrag

verlangert werden.

2.3.3 Wirkungsweise von Probiotika

Uber die gesetzlichen Anforderungen an ein probiotisches Praparat hinaus muss ein Stamm
andere Eigenschaften haben, die entscheidend fir seine Wirksamkeit und somit
Verwendbarkeit als Probiotikum sind. So sind Bakterien, die die Fahigkeit zur Kolonisierung
des Gastrointestinaltrakts besitzen von besonderem Interesse, da sie einerseits eine
kontinuierliche Verabreichung (berflissig machen wirden (Bezkorovainy, 2001) und
andererseits eine Konkurrenz zu pathogenen Bakterien entsteht lieBen, die zumeist an
Schleimhautrezeptoren binden missen, um Symptome auslésen zu kénnen (Cho, 2011). Eine
anhaltende Kolonisation des Gastrointestinaltrakts durch ein Probiotikum konnte in vivo bisher
nicht nachgewiesen werden (Ohashi, 2009). Fur das Uberleben der Darmpassage und somit
das Erreichen ihres Wirkungsortes sind auf3erdem Resistenz gegen Magensaure und Enzyme
des Verdauungstrakts entscheidend (Bezkorovainy, 2001; Dunne, 2001). Die Art der Wirkung
eines Probiotikums héngt von seinen metabolischen und antigenen Eigenschaften ebenso wie
von madglicherweise sezernierten Substanzen ab (Soccol, 2010). Ein weiterer Aspekt ist die
Abhangigkeit der Wirkung eines Probiotikums von der mikrobiellen Ausgangssituation im
Darmtrakt des Wirtes, die individuell stark unterschiedlich sein kann und eine Vorhersage der
Hohe der Effekte unmdglich macht (Mackie, 1999; Ohashi, 2009; Simon, 2005).

Die Wirkungsmechanismen von Probiotika werden kontinuierlich besser aufgeklart, sind aber
stammspezifisch, sodass Forschungsergebnisse nicht Ubertragbar sind (Dongarra, 2013;
Salminen, 2004). Es kann grundsatzlich zwischen der Wirkung des Probiotikums auf den Wirt
und seiner Wirkung auf dessen intestinales Mikrobiom unterschieden werden (Murguia-
Peniche, 2013). Aus diesem Grund wird an der Aufklarung der Mechanismen der Wirt-
Mikroben Interaktion und der Interaktion der Mikrobiota untereinander ebenso wie deren
gesundheitlichen Auswirkungen konzentriert geforscht (Soccol, 2010). Viele der klinisch zu
beobachtenden Auswirkungen nach Supplementierung mit Probiotika beruhen auf einer
indirekten Wirkung, die beispielsweise durch die stationaren intestinalen Bakterien vermittelt
wird (Ohashi, 2009). So wurde fir verschiedene Stamme zum Beispiel der Gattungen
Lactobacillus und Lactococcus nachgewiesen, dass sie in der Lage sind, zum Teil sehr

spezifisch wirkende antibakterielle Peptide zu produzieren (Flynn, 2002; Ng, 2009). Im Darm
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des Wirtstieres rufen probiotische Stdmme Uber verschiedene Effektormolekile und
Rezeptoren eine spezifische Antwort von Immunzellen ebenso wie Epithelzellen hervor
(Riedel, 2006). Probiotische Bakterien konnen die Permeabilitat der Darmschranke durch
Beeinflussung der tight junctions der Epithelzellen herabsetzen (Guarner, 2003). Die genauen
Ablaufe hinter der Beeinflussung der Darmschranke sind unklar, konnten aber auf
Veranderungen der Schleim- oder Chloridsekretion oder einer veranderten Proteinexpression
der tight junctions selbst zuriickzufihren sein (Ng, 2009). Nachdem in vitro bereits eine
erhohte mRNA- Expression der Gene MUC2 und MUCS3 bei Inkubation von L. plantarum mit
einer Epithelzelllinie nachgewiesen wurde (Mack, 1999), fuhrte die Gabe einer Mischung aus
verschiedenen probiotischen Bakterien der Gattungen Lactobacillus, Bifidobacterium und
Streptococcus bei Ratten durch Hochregulierung des MUC2- Gens zu einer Erhéhung der

luminalen Mucinproduktion im Colon (Caballero-Franco, 2007).

Die Immunmodulation durch Probiotika erfolgt zum Beispiel Uber die Erkennung durch
membranstandige pattern recognition receptors (PRRs) auf Immunzellen, welche dann
unterschiedliche Signalkaskaden aktivieren. Probiotika kdnnen so Einfluss nehmen auf
regulatorische T-Zellen, die Pragung naiver T-Zellen und antigenprasentierende Zellen wie
dendritische Zellen und Makrophagen (Wells, 2011). Eine bekanntermalRen durch Probiotika
beeinflusste Signalkaskade umfasst die Erkennung von Zellwandbestandteilen durch TLR-2
(toll-like receptor) und die durch den Nuclear factor kB (NFKB) vermittelte Produktion von
Chemokinen wie Interleukinen, Tumornekrosefaktoren und Defensinen beim Menschen
(Riedel, 2006; Wells, 2011). Diese Botenstoffe kdnnen als Signal zur Differenzierung naiver T-
Zellen dienen (Dongarra, 2013). Weiterhin kann tber die Bindung eines Bakteriums an TLRs
Einfluss auf Cytoprotektion, epitheliale Zellproliferation und die Sekretion antimikrobieller
Peptide ausgeiibt werden (Patel, 2010).

Viele Laktobazillen sind an Milieu und Substratverfligbarkeit im Magen-Darm-Trakt angepasst,
sodass aufgrund groRerer Uberlebenschancen ein Vorteil gegeniiber anderen potentiell
probiotischen Bakterien entstehen kann (Soccol, 2010). Zu den bisher bekannten
Eigenschaften probiotischer Laktobazillen zahlt die Beeinflussung der intestinalen
Lactobacillus-Stamme beziglich der Anzahl und der Zusammensetzung beim Schwein
(Ohashi, 2007; Takahashi, 2007). Als Ursache flir diese Effekte kann die Produktion von
Wachstumsfaktoren durch die probiotischen Stamme infrage kommen (Ohashi, 2009). Eine
Folge dieser veranderten intestinalen Bakterienpopulation ist der Anstieg der Produktion
kurzkettiger Fettsduren durch Vermehrung der Laktat verwertenden Bakterien (Ohashi, 2009).
Auch eine stammspezifische Immunmodulation wurde in vitro bereits fir probiotische
Laktobazillen nachgewiesen (Delcenserie, 2008; Ohashi, 2009; Vaarala, 2003). Die
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Stammspezifitat ergibt sich hierbei zum einen durch Produktion verschiedener
Effektormolekiile der Laktobazillen, wie beispielsweise von proinflammatorischer
Lipoteichonséure (van Baarlen, 2013). Das Genom von Lactobacillus rhamnosus GG (LGG)
kodiert fir das SpaC- Protein, das an die Muzinschicht der Darmwand binden kann und so die
gegenuber anderen Bakterien erhthte Verweildauer im Verdauungstrakt des Menschen
erklarbar macht. Fur die LGG wurde in vitro eine verringerte Apoptoseinduktion durch Cytokine
nachgewiesen (van Baarlen, 2013). Dieser Effekt kann auf der Sekretion der Proteine p40 und
p75, fur die im Mausmodell eine epitheliale Schutzfunktion nachgewiesen wurde, beruhen
(Yan, 2007). Die entsprechenden Gene finden sich bei verschiedenen Stammen der Spezies
L. rhamnosus und L. casei (van Baarlen, 2013). Eine Immunmodulation Uber eine
Beeinflussung des Nuclear Factor kB (NFkB) wurde beispielsweise fur L. acidophilus Lafti-L10
nachgewiesen (van Baarlen, 2011). Nach derzeitigem Kenntnisstand ist die Wachstumsphase,
in der sich ein probiotischer Stamm befindet, von groRBer Bedeutung fiir sein
immunmodulatorisches Potenzial. Wahrend L. plantarum in der stationdren Phase eine
Immunstimulation im Duodenum des Menschen bewirkte, konnte dieses Ergebnis fir
Bakterien aus der exponentiellen Wachstumsphase nicht bestétigt werden (van Baarlen,
2009). Ebenso ist aber die immunologische Ausgangssituation des Wirtes entscheidend, da
Anzahl und Zustand von Immunzellen tber die Induktion von Signalkaskaden bestimmen. Und
schlieBlich muss die individuelle Genetik des Wirtsorganismus sowie deren Pragung in
Betracht gezogen werden, da in vivo individuell unterschiedliche Proteinexpressionsmuster als

Reaktion auf Probiotikasupplementierung festgestellt werden kdnnen (van Baarlen, 2013).

Bei in vitro Behandlung isolierter menschlicher Darmabschnitte mit dem probiotischen
Bakterium Bifidobacterium infantis wurden vermehrt die antiinflammatorischen Chemokine
Interleukin-10 und TGFB Uber die Aktivierung dendritischer Zellen produziert (O'Mahony,
2006). AuRRerdem konnte eine Induktion regulatorischer T-Zellen nachgewiesen werden
(O'Mahony, 2008). In Folge derartiger Immunmodulation sowie ebenfalls der Bindung an
menschliche Epithelzellen ohne Aktivierung der NFkB- Signalkaskade kann Bifidobacterium

infantis eine Regulation Uberschiel3ender Immunreaktionen bewirken (Konieczna, 2012).

Bisher konnten fir eine Vielzahl probiotischer Keime in unterschiedlichen Wirten
immunregulatorische Eigenschaften nachgewiesen werden. Ob die messbaren Wirkungen
pro- oder antiinflammatorisch ausfallen, hdngt neben dem eingesetzten Stamm von den
beeinflussten Immunzellen sowie nicht zuletzt von den im jeweiligen Versuch erhobenen

immunologischen Parametern ab (Delcenserie, 2008).
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Die beschriebenen Mechanismen wirken ebenso wie eine beabsichtigte Nahrungskonkurrenz
der Ansiedlung und Vermehrung potentiell pathogener Bakterien im Gastrointestinaltrakt
entgegen (Busch, 1999).

2.3.4 Probiotika in der Tiererndhrung

Aufgrund ihrer prophylaktischen und stabilisierenden Auswirkungen empfehlen sich Probiotika
vor allem fur den Einsatz in Lebensabschnitten, in denen das Tier erhdhtem Stress ausgesetzt
ist. Hierzu gehoéren unabhangig von der Tierart der Zeitraum nach dem Absetzen und die
Laktation. Sie werden aber ebenso zur Leistungsférderung wahrend der Mast eingesetzt
(Chaucheyras-Durand, 2010). In der Tiererndhrung kommen Milchsaurebakterien, Hefen und
Bazillussporen zur Stabilisierung der intestinalen Bakterienpopulation zum Einsatz. Zu den
verwendeten Milchsaurebakterien gehoéren u.a. die Gattungen Lactobacillus, Lactococcus,

Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Enterococcus und Weissela (Alloui, 2013).

In der Schweinefutterung wird bereits eine relativ breite Palette probiotischer Bakterien
eingesetzt. Neben Laktobazillen und Hefen der Gattung Saccharomyces sind vor allem
Stamme von Enterococcus spp., Bacillus spp., Streptococcus spp. und Bifidobakterien auf
ihren moéglichen Einsatz als Probiotikum untersucht worden (Cho, 2011; Reid, 2002). In
zahlreichen Studien konnten positive Effekte auf Leistung und Verdaulichkeit wie eine
Erhdhung der Futterverwertung und taglichen Zunahmen sowie Abnahme der
Durchfallinzidenz, besonders wéhrend der Aufzucht, nachgewiesen werden (Cho, 2011; Reid,
2002; Sauter, 2003; Simon, 2005). Als zugrunde liegende Mechanismen kommen neben einer
kompetitiven Hemmung pathogener Bakterien die Stabilisierung der intestinalen
Barrierefunktion sowie die Forderung der Reifung des darmassoziierten Immunsystems
infrage (Bohmer, 2006; Corcionivoschi, 2010; Taras, 2005). Beim Wiederkduer kommen vor
allem Hefen zum Einsatz, die die Trockensubstanzaufnahme und die Milchleistung (Jouany,
2006; Stella, 2007) sowie Wachstumsparameter erhéhen kénnen (Lesmeister, 2004). Diese
Effekte werden auf eine erhohte Faserverdaulichkeit zuriickgefuihrt (Chaucheyras-Durand,
2010; Guedes, 2008). Hierfur wiederum kommt ursachlich die Bereitstellung der fir die
Pansenflora notwendigen Vitamine durch die Hefe infrage (Corcionivoschi, 2010). Auzerdem
kann eine Supplementierung mit Lebendhefen den ruminalen pH- Wert stabilisieren und das
Azidoserisiko senken (Chaucheyras-Durand, 2008; Marden, 2008; Stephens, 2007; Tabe,
2008). Der seit vielen Jahren erfolgreiche Einsatz von Probiotika beim Gefliigel beruht u.a. auf
der Arbeit von Nurmi und Rantala, die das Prinzip der kompetitiven Hemmung
enteropathogener Bakterien durch Verfiitterung von Darminhalt resistenter Tiere beschrieben
(,Nurmi- Konzept“) (Nurmi, 1973). Einer der seither diskutierten zugrunde liegenden

Mechanismen ist die Produktion Kkurzkettiger Fettsduren durch die enthaltenen
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Mikroorganismen. Dieser Ansatz erklart allerdings nicht, dass ein Schutz gegen
Salmonelleninfektionen bereits nach 1-2 Stunden erkennbar wird (Schneitz, 2005). Aber auch
einzelne probiotische Stdmme finden beim Gefligel Verwendung. Neben einer
Leistungssteigerung konnten bei Supplementierung mit Milchsaurebakterien oder Bacillus
subtilis experimentell Infektionen verhindert werden oder deren klinische Symptomatik
abgeschwacht werden (Alloui, 2013; Higgins, 2008; Morishita, 1997; Reid, 2002). Puten, die
mit Salmonella Enteritidis infiziert wurden, zeigten unter Supplementierung mit einer
Lactobacillus- Kultur in Kombination mit Lactose eine héhere Leistung als eine Kontrollgruppe
(Vicente, 2007). Stamme wie beispielsweise Lactobacillus reuteri kénnen die Uberlebensrate
von Puten und Hihnern bei Infektionen mit Bakterien wie S. Typhimurium und

enteropathogenen E. coli verbessern (Reid, 2002).

Bei Hunden wurde flr verschiedene probiotische Stamme der Gattungen Lactobacillus spp.
und Bacillus spp. eine transiente Kolonisierung des Darms nachgewiesen (Benyacoub, 2003;
Biagi, 2007; Manninen, 2006). Daneben zeigen einige Studien Hinweise auf die Stimulierung
sowohl der humoralen (Benyacoub, 2003) als auch der zellularen (Baillon, 2004)
Immunantwort. In klinischen Studien konnte durch Gabe verschiedener Probiotika die
Erkrankungsdauer von akuten und idiopathischen Durchfallerkrankungen gesenkt werden
(Herstad, 2010; Lefebvre, 2011).

2.3.5 Probiotika 