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Einleitung

1 Einleitung

Die Proteinkonzentration und -qualitat in Katzenfuttermitteln kann erheblich variieren. Bislang
haben jedoch nur wenige Studien untersucht, inwiefern hiermit eine Beeinflussung der
Zusammensetzung und Aktivitdt der intestinalen Mikrobiota bei der Katze assoziiert ist.
Dieser Aspekt erscheint jedoch von erndhrungsphysiologischer und klinischer Relevanz, da
eine unterschiedliche Proteinbereitstellung aufgrund einer mdglicherweise variierenden
Proteinverdaulichkeit zu einer einseitigen Forderung proteolytischer Bakterien oder einem
vermehrten Anfall von Metaboliten aus dem bakteriellen EiweilRabbau beitragen konnte.
Verschiebungen in der Zusammensetzung der intestinalen Mikrobiota sowie bestimmte
bakterielle Metaboliten stellen eine Belastung fir den Organismus dar und kénnen somit die
Gesundheit des Tieres beeintrachtigen. Vor diesem Hintergrund sollte in der vorliegenden
Arbeit einerseits die Zusammensetzung der fakalen Mikrobiota bei adulten, gesunden Katzen
charakterisiert und andererseits der mogliche Einfluss eines variierenden Proteingehalts
sowie einer variierenden Proteinqualitat in einem Alleinfutter untersucht werden. Daneben
sollten in den Kotproben der Katzen ausgewahlte bakterielle Metaboliten bestimmt werden,
um Ruckschlisse auf die Aktivitat der intestinalen Mikrobiota zu ermdglichen. Die
gewonnenen Erkenntnisse kénnen helfen, die Bedeutung der qualitativen und quantitativen
Proteinbereitstellung bei der Katze im Kontext von verdauungsphysiologischen und
metabolischen  Prozessen  besser zu verstthen und darauf basierende

Futterungsempfehlungen auszusprechen.
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2 Literatur

2.1 Verdauungsphysiologie der Katze

2.1.1 Aufbau des Gastrointestinaltrakts

Der Verdauungsapparat der Katze beginnt mit der Mundhdhle (Nickel et al., 1999; Thomé,
1999). Hier wird die Nahrung mit den Zahnen zerkleinert und zur Erleichterung des weiteren
Transports mithilfe von Speichel gleitfahiger gemacht (Thomé, 1999; Kénig et al., 2009). Die
Nahrung wird Uber den Schlundkopf (Pharynx) und die Speiserdhre (Oesophagus) in den
Magen (Gaster) transportiert (Thomé, 1999; Vollmerhaus und Roos, 1999). Dieser weist
verschiedene Driusenarten auf: die Kardiadriisen (Glandulae cardiacae), die Fundusdriisen
(Glandulae gastricae propriae) und die Pylorusdrisen (Glandulae pyloricae) (Koénig et al.,
2009; Wolffram, 2015a). Wahrend die Zellen der Fundusdrisen Pepsinogen, Salzsaure
sowie Schleim sezernieren (Kdnig et al., 2009; Wolffram, 2015a), produzieren die Zellen der
Kardia- und Pylorusdriisen eine die Schleimhaut des Magens schiitzende Schleimschicht
und sezernieren Hydrogencarbonat (HCOs) (Kdnig et al., 2009; Wolffram, 2015a).

Im Magen wird die Nahrung voribergehend gespeichert, zudem setzen erste Prozesse der
Verdauung von Nahrungsfetten und -eiweif3en ein (Wolffram, 2015a). Dem Magen folgen der
Dinndarm (Intestinum tenue) und der Dickdarm (Intestinum crassum) (Konig et al., 2009).
Die Angaben bezlglich der Gesamtlange des Darms bei Katzen unterscheiden sich im
Schrifttum. So geben Konig et al. (2009) das Drei- bis Vierfache der Koérperlange an,
wohingegen Vollmerhaus und Roos (1999) die funffache Korperlange nennen. Der
Dinndarm besteht aus dem Zwolffingerdarm (Duodenum), dem Leerdarm (Jejunum) und
Hlftdarm (lleum) und der Dickdarm aus Blinddarm (Caecum), Grimmdarm (Colon) und
Mastdarm (Rectum) (Vollmerhaus und Roos, 1999). Wahrend der Dinndarm den Hauptort
der Nahrstoffverdauung und -resorption darstellt (Wolffram, 2015b), werden im Dickdarm
Wasser, Elektrolyte und Produkte des mikrobiellen Stoffwechsels resorbiert (Breves, 2015).
Neben den genannten Abschnitten des Gastrointestinaltrakts sind zudem die Leber (Hepar)
und die Bauchspeicheldrise (Pankreas) fur die Verdauungsprozesse relevant (Konig et al.,
2009). Die Leber produziert die Gallenflissigkeit (Konig et al., 2009; Fuhrmann und
Sallmann, 2015), welche in der Gallenblase gespeichert wird (Wolffram, 2015b). Als
Bestandteil der Gallenflissigkeit sind die Gallensauren Chenodesoxycholsaure, Cholsaure,
Glyko- und Taurochenodesoxycholsaure sowie Glyko- und Taurocholsaure (Wolffram,
2015b) aufgrund ihrer emulgierenden Eigenschaften fir die Fettverdauung von wesentlicher
Bedeutung (Fuhrmann und Sallmann, 2015). Neben den Gallensduren enthalt die

Gallenflussigkeit zudem Cholesterin, Gallenfarbstoffe (z. B. Bilirubindiglucuronat),
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Phospholipide und Elektrolyte wie Chlorid (CI), Hydrogencarbonat (HCOs3’), Natrium (Na®),
Kalium (K*) und Kalzium (Ca?*) (Wolffram, 2015b).

Das Pankreas besitzt zum einen endokrines Gewebe, welches die Hormone Insulin,
Glucagon und Amylin produziert (Langhans und Lutz, 2015). Zum anderen besteht das
Pankreas aus einem exokrinen Teil, welcher aktive und inaktive Verdauungsenzyme in den
Darm sezerniert (Wolffram, 2015b). Inaktive Verdauungsenzyme des Pankreas werden im
Dinndarm durch Enzyme der Birstensaummembran aktiviert (Wolffram, 2015b). Zu den
inaktiven Enzymen des Pankreas gehdren Peptidasen, wie Chymotrypsinogen,
Procarboxypeptidase A, Procarboxypeptidase B, Proelastase und Trypsinogen sowie
Lipasen, wie Pro-Colipase und Prophospholipase A, (Wolffram, 2015b). Zu den aktiven
Enzymen zahlen die a-Amylase, Nucleasen, wie die Ribonuclease und die

Desoxyribonuclease sowie die Cholesterinesterase und die Lipase (Wolffram, 2015b).

2.1.2 Proteinmetabolismus und Proteinbedarf der Katze

Nahrungsprotein wird im Gastrointestinaltrakt durch verschiedene eiweillspaltende Enzyme
zu Peptiden und Aminosauren abgebaut (Wolffram, 2015b). Hierzu gehéren das gastrale
Pepsin, die pankreatischen Enzyme Chymotrypsin, Elastase und Trypsin sowie
verschiedene Carboxypeptidasen (Wolffram, 2015b). Zudem sind weitere Peptidasen an der
Burstensaummembran des Dinndarms lokalisiert (Wolffram, 2015b).

Der niedrige pH-Wert (pH 1—4) im Magen fuhrt zu einer Denaturierung von Nahrungsprotein
sowie zu einer Aktivierung des von den Hauptzellen der Fundusdrisen produzierten
Pepsinogens zu Pepsin (Wolffram, 2015b). Das gastrale Pepsin sowie die Peptidasen des
Dunndarms spalten Eiweil® zu Oligo-, Tri- und Dipeptiden beziehungsweise in Aminosauren
auf (Wolffram, 2015b). Diese werden, mit Ausnahme der Oligopeptide, welche zuvor
weiteren Spaltungsvorgangen durch die Peptidasen der Birstensaummembran unterzogen
werden, Uber verschiedene Mechanismen in die Epithelzellen des Dinndarms transportiert
(Wolffram, 2015b). Di- und Tripeptide werden intrazellular durch zytoplasmatische
Peptidasen zu Aminosauren abgebaut (Wolffram, 2015b). Durch Diffusion oder Uber
verschiedene Transportsysteme werden die Aminosauren anschlieRend aus der Epithelzelle
ins Blut abgegeben (Wolffram, 2015b).

Unverdautes Nahrungsprotein sowie endogene Proteine gelangen in den Dickdarm und
unterliegen hier dem weiteren Abbau durch Mikroorganismen (Breves, 2015). Als Produkte
des mikrobiellen Proteinabbaus entstehen Ammoniak, welches fir die mikrobielle
Proteinsynthese verwendet wird, Amine, Ketosauren und Kohlenstoffdioxid (CO2) (Breves,
2015) sowie verzweigtkettige Fettsauren (iso(i)-Valeriansdure und iso(i)-Buttersaure), Indole,
Phenole und Wasserstoff (H.) (Mortensen und Clausen, 1996).
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Die Katze besitzt einen verhaltnismaRig hohen Proteinbedarf, welcher sich auf eine
verstarkte Aktivitdt kataboler Enzyme zurlckflhren lasst (Legrand-Defretin, 1994). In
Tabelle 1 finden sich Angaben zum Rohproteinbedarf (Rp-Bedarf) von Katzen im
Erhaltungsstoffwechsel, wahrend des Wachstums sowie wahrend der Reproduktion
(National Research Council (NRC), 2006; Fédération européenne de l'industrie des aliments
pour animaux familiers (FEDIAF), 2016; Association of American Feed Control Officials
(AAFCO), 2017). Zudem werden die folgenden Aminosauren als essenziell fur die Katze
betrachtet: Arginin, Histidin, Isoleucin, Leucin, Lysin, Methionin, Phenylalanin, Threonin,
Tryptophan und Valin (NRC, 2006). Dartber hinaus ist die Aminosulfonsaure Taurin fir die
Katze ebenfalls essenziell (Knopf et al., 1978). Ein Taurinmangel dufRert sich bei der Katze
insbesondere in einer verminderten Fruchtbarkeit (Imaki et al., 1986; Sturman et al., 1986;
1987; Sturman, 1988; Sturman und Messing, 1991; 1992; Dieter et al., 1993; Sturman und
Lu, 1997), einer dilatativen Kardiomyopathie (Pion et al., 1987) sowie in einer zentralen
Retinadegeneration (Rubin, 1963; Scott, 1964; Morris, 1965; Rabin et al., 1973; Bellhorn et
al., 1974; Hayes et al., 1975; Aguirre, 1978).

Tabelle 1: Angaben zum Rohproteinbedarf von Katzen, bezogen auf die Trockensubstanz (TS), die
umsetzbare Energie (ME) eines Alleinfutters bzw. auf die metabolische Kérpermasse (kg KM%67) der
Katze (National Research Council (NRC), Fédération européenne de l'industrie des aliments pour
animaux familiers (FEDIAF), Association of American Feed Control Officials (AAFCO))

NRC (2006)' FEDIAF (2016)>  AAFCO (2017)?

gkg TS g/MJ ME g/kg KM®®" g/kg TS g/MJME g/kgTS g/MJME

Erhaltung 160 9,6 3,97 250 14,9 260 16
Wachstum 180 10,8 9,40 280 16,7 300 18
Trachtigkeit 170 10,3 5,90
300 17,9 300 18
Laktation 240 14,3 12,9

"Minimalbedarf 2Mindestgehalt an Rohprotein (Rp) im Futter

2.2 Proteinquellen in der Katzenernahrung

Neben tierischen Proteinlieferanten werden auch pflanzliche Proteinquellen in der Erndhrung
von Katzen eingesetzt (Case et al.,, 2011). Als pflanzliche Proteinlieferanten finden
beispielsweise Maiskleber, Sojaextraktionsschrot, Sojamehl, Reisglutenmehl,
Luzernegrinmehl und Weizenkeime in der Katzenerndhrung Anwendung (Cowell et al.,
2002; Case et al., 2011).
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Als tierische Proteinlieferanten in Futtermitteln fir Katzen sind insbesondere Fleisch,
Fleischmehl und Fleischnebenprodukte, Eier, Fisch und Fischmehl zu nennen (Case et al.,
2011). In den Tabellen 2 und 3 werden Daten zur scheinbaren Verdaulichkeit des
Rohproteins (sV Rp) von unterschiedlichen pflanzlichen und tierischen Proteinquellen bei der
Katze zusammengefasst. Hierbei ist zu erkennen, dass vor allem Muskelfleisch eine hohe
Verdaulichkeit von uber 90 % aufweist (Tabelle 3). Deutlich geringere Werte wurden fur
Grieben-, Horn- und Federmehl festgestellt. Bei den pflanzlichen Proteinlieferanten besitzt
insbesondere Sojaproteinisolat eine hohe scheinbare Verdaulichkeit von etwa 85-95 %
(Tabelle 2).

Tabelle 2: Scheinbare Verdaulichkeit von pflanzlichen Proteinquellen bei der Katze (modifiziert und
erganzt nach Figge (1989) und Oldenhage (2003))

Proteinquelle Weitere Rp-Gehalt sV Rp? Literaturquelle
Hauptkomponenten im in der TS (in %)
Futter (in %)
Sojaproteinisolat Maisstarke 444 94,8 Kane et al.
(1981)
Rohrzucker, Starke 22,8 85,1 Kendall et al.
22,4 95,5 (1982a)
16,4 86,0 Burger et al.
(1984)
Herz und - 60,7 89,9 Figge (1989)
Sojaproteinisolat
Sojaproteinisolat - 92,2 87,0
Sojaproteinisolat Reis 64,2 93,0 Oldenhage
27,3 88,8 (2003)
Maisglutenmehl  Gefligelnebenproduktmehl, 29,1 84,0 Carciofi et al.
Sojabohnen Mais und Maisstarke, Reis 30,0 84,0 (2009)

(mikronisiert)

'Rohproteingehalt in der Trockensubstanz (TS) des Futters 2scheinbare Verdaulichkeit des

Rohproteins
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Tabelle 3: Scheinbare Verdaulichkeit tierischer Proteinquellen bei der Katze (modifiziert und erganzt nach Figge (1989) und Oldenhage (2003))

Proteinquelle Weitere Hauptkomponenten im Rp-Gehalt in sV-Rp? (in %) Literaturquelle
Futter der TS' (in %)
Hackfleisch (Rind) - 53,9 95,7 Kendall et al. (1982a)
Hackfleisch (Rind) - 55,4 96,2 Schneider (1988)
Hornmehl - 78,7 45,9
Federmehl - 77,0 82,9
Leber (Rind) - 64,0 96,7 Figge (1989)
Lunge (Rind) - 51,1 94,8
Herz (Rind) - 42,9 93,9
Pansen (Rind) - 46,4 96,1
Fischmehl - 64,4 90,5
Thunfisch - 84,2 96,7
Eier, gekocht - 48,3 95,9
Herz und Eier, gekocht 43,4 94,5
Fleischmehl Fischol, Schmalz 57,5 90,7 Kienzle (1990)
Geflugelabfallmehl 40,8 86,9
Schultermuskulatur (Rind) - 55,4 96,2 Kienzle et al. (1991)
Weizenkleie 44,5 92,7
Zellulose 44,5 95,4
Hornmehl 61,6 78,0
Federmehl (hydrolysiert) 65,2 91,0
Panseninhalt (getrocknet) 40,4 87,0
Grasmehl (getrocknet) 45,7 90,0

'Rohproteingehalt in der Trockensubstanz (TS) des Futters

2scheinbare Verdaulichkeit des Rohproteins
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Fortsetzung Tabelle 3: Scheinbare Verdaulichkeit tierischer Proteinquellen bei der Katze (modifiziert und erganzt nach Figge (1989) und Oldenhage (2003))

Proteinquelle Weitere Hauptkomponenten im Rp-Gehalt in sV-Rp? (in %) Literaturquelle
Futter der TS' (in %)
Herz (Rind) Reis, Schmalz 15,1-55,8 79,2-95,2 Dekeyzer (1997)
Griebenmehl 16,2-60,7 78,4-89,1
Gefligelfleischmehl 14,9-54,7 73,3-82,8
Ratte (zermahlen) - 551 85,5 Fekete et al. (2001)
Apfeltrester: 51,5 79,1
10 % inder TS
20 % inder TS 44 4 75,9
40 % inder TS 36,7 68,5
Griebenmehl Reis 77,6 91,7 Oldenhage (2003)
22,6 80,0
Pferdefleisch 64,0 97,0
21,7 89,0
Rindfleisch, Fleischnebenprodukte, - 52,5 93,3 Kerr et al. (2012)

Fischmehl, Sojamehl (Komponenten roh)

Rindfleisch, Fleischnebenprodukte, - 52,0 92,9
Fischmehl, Sojamehl (Komponenten gegart)

'Rohproteingehalt in der Trockensubstanz (TS) des Futters 2scheinbare Verdaulichkeit des Rohproteins
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Obgleich kommerzielle Katzenfuttermittel meist eine Kombination aus pflanzlichen und
tierischen Proteinquellen aufweisen (Case et al., 2011), werden auch rein vegetarische oder
vegane Diaten flir Katzen angeboten. Bisherige Untersuchungen konnten in diesem
Zusammenhang jedoch haufig eine unausgewogene Nahrstoffzusammensetzung dieser
Diaten aufzeigen. So lagen in einer Studie von Gray et al. (2004) die Gehalte an Arginin,
Lysin, Methionin, Taurin, Rohprotein, Arachidonsaure, Kalzium, Phosphor und Vitamin A in
zwei veganen Futtermitteln fir Katzen unterhalb der empfohlenen Mindestgehalte laut
AAFCO (2004). Ahnliche Ergebnisse wurden von Kanakubo et al. (2015) nach der
Untersuchung von vier vegetarischen Trocken- und drei vegetarischen Feuchtfuttermitteln fur
Katzen beschrieben. Hier lagen die Gehalte an Leucin, Lysin, Methionin-Cystin, Methionin,
Tryptophan und Taurin teilweise unter den nach AAFCO (2014) empfohlenen
Mindestgehalten fiir ein Katzenalleinfutter (Kanakubo et al., 2015). Es sollte zudem erwahnt
werden, dass in Pflanzen kein Taurin enthalten ist, sodass diese Aminosulfonsdure bei

veganen Rationen flir Katzen supplementiert werden muss (Kirk et al., 2002).

2.3 Die gastrointestinale Mikrobiota der Katze

2.3.1 Zusammensetzung bei gesunden Katzen

Die intestinale Mikrobiota umfasst die Gesamtheit aller im Darm vorkommenden Bakterien,
Viren, Pilze, Protozoen und Archaeen (Suchodolski, 2011b; Minamoto et al., 2012). Im
weiteren Verlauf dieser Arbeit bezieht sich der Begriff ,gastrointestinale Mikrobiota“ lediglich
auf die bakterielle Besiedlung des Gastrointestinaltrakts.

Die Zusammensetzung der gastrointestinalen Mikrobiota der Katze weist individuelle
Variationen auf (Ritchie et al., 2010; Suchodolski, 2011b; Grzeskowiak et al., 2015).
Osbaldiston und Stowe (1971) konnten im Gastrointestinaltrakt von Katzen vornehmlich
Enterokokken, Streptokokken, coliforme Bakterien und Laktobazillen kulturell nachweisen.
Itoh et al. (1984) detektierten im Kot von spezifisch-pathogenfreien (SPF-)Katzen hdhere
Zahlen an Enterobacteriaceae und Clostridien sowie geringere Zahlen an Bacteroidaceae,
Eubacteria und Laktobazillen als bei konventionell gehaltenen Katzen. Hierbei ist zu
erwadhnen, dass bei einer der drei untersuchten konventionellen Haltungen ein
Trockenalleinfutter fir Katzen eingesetzt wurde, wahrend die Katzen der anderen zwei
konventionellen Haltungen sowie der SPF-Haltung ein Trockenalleinfutter fur Hunde sowie
Dosenfisch erhielten (Itoh et al., 1984). Stocker (1987) detektierte im Dickdarmchymus von
Katzen vornehmlich Bacteroides, jedoch auch Bifidobakterien, Clostridien, Eubakterien,
Laktobazillen, Propionibakterien und Streptokokken. In einer Studie von Papasouliotis et al.
(1998) wurde die bakterielle Zusammensetzung im Duodenum von gesunden SPF-Katzen

ebenfalls mittels kultureller Nachweismethoden untersucht. Es konnten in tUber 90 % der
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unverdinnten Duodenalaspirate Clostridium spp., in 40 % Escherichia coli (E. coli) und
Fusobacterium spp. sowie in 44 % der Proben Bacteroides spp. nachgewiesen werden
(Papasouliotis et al., 1998). Daneben wurde gezeigt, dass die endoskopische Gewinnung
einer Spulprobe andere Ergebnisse liefert als ein Nadelaspirat von Duodenalinhalt bzw. als
eine endoskopische Gewinnung eines unverdinnten Aspirats (Papasouliotis et al., 1998).
Sparkes et al. (1998a) fanden im Duodenum von SPF-Katzen mit 108 koloniebildenden
Einheiten (KbE)/ml vergleichbare Bakterienzahlen wie in der Arbeit von Papasouliotis et al.
(1998) vor. In Anlehnung an ltoh et al. (1984) ergab der kulturelle Nachweis zudem hohere
Zahlen aerober als anaerober Bakterien in den Proben (Sparkes et al., 1998a).

Ritchie et al. (2008) untersuchten anhand einer Sequenzanalyse des 16S rRNA-Gens die
gastrointestinale Mikrobiota von finf gesunden Katzen. Die Analysen ergaben hierbei das
Vorkommen folgender Bakterienphyla im Dinndarm sowie im Kolon und Rektum der Tiere:
Firmicutes (68 %), Proteobacteria (14 %), Bacteroidetes (10 %), Fusobacteria (5 %) und
Actinobacteria (4 %) (Ritchie et al., 2008). Im Kolon wurden die hochsten Anteile der
Clostridien-Cluster | und XlIVa vorgefunden, wahrend Lactobacillales Uberwiegend im
Jejunum und Kolon sowie Bacteroidales und Fusobacteriales vornehmlich im lleum und
Kolon vorkamen (Ritchie et al., 2008). Dagegen wurde in keinem Abschnitt des
Verdauungstrakts der Tiere das Genus Bifidobacterium spp. detektiert (Ritchie et al., 2008).
Dieses Genus konnte allerdings in einer friheren Studie von Itoh et al. (1984) sowohl im Kot
von konventionell gehaltenen Katzen (8,5 logio KbE/g) als auch bei SPF-Katzen
(8,3 log1o KbE/g) nachgewiesen werden. In einer Studie von Desai et al. (2009), in welcher
das 60 kDa Chaperonin als Zielgen amplifiziert wurde, konnten in Kotproben von gesunden
Katzen vor allem Laktobazillen (Firmicutes) und Bifidobakterien (Actinobacteria) vorgefunden
werden. Ritchie et al. (2010) detektieten im Kot von gesunden Katzen mittels
Sequenzanalyse des 16S rRNA-Gens hingegen vorrangig das Phylum Firmicutes (87,31 %),
wohingegen Actinobacteria (2,25 %) sowie weitere Phyla (Proteobacteria: 7,88 %,
Bacteroidetes: 2,35 % Fusobacteria: 0,20 %) nur zu geringen Anteilen vorkamen. Innerhalb
des Phylums Firmicutes wurden Uberwiegend Vertreter der Clostridien-Cluster XI (34 %),
1 (25 %) und XlIVa (24 %) detektiert (Ritchie et al., 2010). Zudem wurden mittels
gruppenspezifischer Primer fir Laktobazillen und Bifidobakterien Lactobacillus aviarius und
Lactobacillus paracollinoides sowie Bifidobacterium subtile innerhalb dieser Gruppen am
haufigsten nachgewiesen (Ritchie et al.,, 2010). Handl et al. (2011) stellten ebenfalls fest,
dass der gréfte Anteil der vorgefundenen bakteriellen Sequenzen in Kotproben von Katzen
dem Phylum der Firmicutes (92 %) zuzuordnen ist, gefolgt von den Phyla Actinobacteria
(7,3 %), Bacteroidetes (0,45%) und Fusobacteria (0,04 %). Die hdchsten Anteile in der
Ordnung der Clostridiales wurden fir die Clostridien-Cluster XIVa und XI mit rund 63 % bzw.

24 % nachgewiesen (Handl et al., 2011). Abweichende Ergebnisse lieferte die Studie von
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Tun et al. (2012), in welcher die Bacteroides/Chlorobi-Gruppe mit rund 68 % als die in
Kotproben von Katzen am haufigsten auftretende Bakteriengruppe identifiziert wurde. Fir die
Phyla Firmicutes (13 %), Bacteroidetes (9 %) und Proteobacteria (6 %) wurden hingegen
deutlich geringere Anteile ermittelt (Tun et al., 2012).

In einer Untersuchung mit gesunden Katzen aus Privathaltungen konnte in Uber 90 % der
Falle Helicobacter spp. im Magen nachgewiesen werden (Neiger et al., 1998). Helicobacter
pylori steht vor allem in der Humanmedizin im Zusammenhang mit Gastritiden und der
Entstehung von Ulzera sowie Karzinomen des Magens (Warren und Marshall, 1983; Fox et
al., 1989; Parsonnet et al., 1991; Wotherspoon et al., 1991; Sanders und Peura, 2002). Die
klinische Relevanz von Helicobacter spp. bei Hunden und Katzen ist bislang nicht endgultig
geklart, jedoch scheint eine Beteiligung von Helicobacter spp. bei der Pathogenese von

Gastritiden auch bei diesen Tierarten nicht ausgeschlossen (Neiger und Simpson, 2000).

2.3.2 Altersassoziierte Veranderungen

Einige Arbeiten haben modgliche altersassoziierte Einflisse auf die Zusammensetzung der
gastrointestinalen Mikrobiota von Katzen untersucht. Osbaldiston und Stowe (1971) konnten
hierbei ein vergleichbares Vorkommen von Enterokokken, Streptokokken, coliformen
Bakterien und Laktobazillen im Verdauungstrakt von 1-3 Wochen alten Katzenwelpen und
ausgewachsenen Katzen aufzeigen. Auch Jia et al. (2011a; b) konnten in Kotproben von
Katzenwelpen und adulten Katzen (8-14 Jahre) keine Unterschiede in der
Bakteriengesamtzahl sowie in der Zahl an Bifidobakterien, Coriobacteriaceae und des
Clostridien-Clusters XIV detektieren. Allerdings konnte mithife der denaturierenden
Gradientengelelektrophorese (DGGE) festgestellt werden, dass die Katzenwelpen nach dem
Absetzen eine geringere bakterielle Diversitat im Kot aufwiesen (Jia et al., 2011b).

Patil et al. (2000) wiesen in Kotproben von alteren Katzen (9-14 Jahre) geringere Zahlen an
Bifidobakterien (7,2 logio KbE/g Frischsubstanz (FS)) als bei jingeren Katzen (1-9 Jahre;
8,3 log1o KbE/g FS) nach. Bell et al. (2014) beschrieben im Kot von Katzen, die alter als zehn
Jahre waren, geringere Zahlen an Faecalibacterium spp. im Vergleich zu jingeren Tieren,
wohingegen keine Altersunterschiede fir die Genera Bifidobacterium und Lactobacillus
festgestellt wurden.

Vester et al. (2009) untersuchten mittels quantitativer Polymerasen-Ketten-Reaktion (qPCR)
und DGGE Kotproben von Katzenwelpen im Alter von 8, 12 und 16 Wochen. Hierbei wurden
keine altersassoziierten Einflisse auf das Vorkommen von Bifidobacterium spp., Clostridium
(C.) perfringens und Lactobacillus spp. festgestellt (Vester et al., 2009). Der Anteil an E. coli
war hingegen bei 12 Wochen alten Katzenwelpen geringer als bei 8 bzw. 16 Wochen alten

Tieren (Vester et al., 2009). In zwei nachfolgenden Untersuchungen dieser Arbeitsgruppe
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wurde die fakale Mikrobiota von Katzenwelpen mit 8, 12 und 16 Wochen mittels 454-
Pyrosequenzierung (Hooda et al., 2013) sowie lllumina®-Sequenzierung (Deusch et al.,
2014) untersucht. Hooda et al. (2013) fanden einen Anstieg an Bifidobacterium und
Catenibacterium sowie eine Abnahme an Lactobacillus und Dialister im Kot der
Katzenwelpen mit zunehmendem Alter. Zudem war das Vorkommen von Megasphaera und
Ruminococcus im Kot der 12 Wochen alten Katzen héher und das Vorkommen von
Subdoligranulum geringer als bei den 8 und 16 Wochen alten Tieren (Hooda et al., 2013).
Deusch et al. (2014) stellten in den mittels lllumina®-Sequenzierung analysierten Kotproben
derselben Katzenwelpen bei 18 Genera einen Alterseffekt fest, jedoch lag der relative Anteil
der Sequenzen dieser Genera im Kot der Katzen im Mittel lediglich bei 0,2 % (auler bei
Parabacteroides: 2,1 %). Insbesondere nahm der relative Anteil an Escherichia spp. und
Parabacteroides spp. mit dem Alter der Tiere ab (Deusch et al., 2014). Da allerdings kein
altersassoziierter Einfluss auf die bakterielle Diversitat im Kot der Tiere vorlag, wurde von
den Autoren geschlussfolgert, dass die fakale Mikrobiota bei Katzenwelpen in einem Alter
von 8 bis 16 Wochen keinen groeren Veranderungen unterliegt (Deusch et al., 2014). In
einer weiteren Studie von Deusch et al. (2015) wurden altersassoziierte Veranderungen in
der Zusammensetzung der fakalen Mikrobiota von Katzen im Alter von 18, 30 und 42
Wochen untersucht. Hierbei wurde ein Anstieg der bakteriellen Diversitat sowie der relativen
Anteile der Genera Bacteroides, Prevotella und Megasphaera sowie eine Abnahme der
relativen Anteile der Genera Bifidobacterium und Lactobacillus mit zunehmendem Alter der
Katzenwelpen detektiert (Deusch et al., 2015). Daneben stellte Masuoka et al. (2017)
ebenfalls altersassoziierte Veranderungen der fakalen Mikrobiota bei Katzen fest. Hierbei
wurden im Kot von Katzen im Alter von rund 13 Tagen hohere Zahlen an Enterobacteriaceae
beobachtet als bei Tieren im Alter von 8 Wochen, 3, 11 und 18 Jahren (Masuoka et al.,
2017). Zudem wies der Kot der 13 Tage alten Katzen héhere Zahlen an Enterococcus auf als

der Kot der Tiere im Alter von rund 17 Jahren (Masuoka et al., 2017).

2.3.3 Krankheitsassoziierte Veranderungen

Aus der Humanmedizin ist bekannt, dass bestimmte Erkrankungen mit Veranderungen in der
Zusammensetzung der gastrointestinalen  Mikrobiota  assoziiert sein  kdnnen.
Untersuchungen liegen insbesondere im Zusammenhang mit dem Vorliegen von
Darmerkrankungen, Diabetes mellitus oder Adipositas vor (Cani et al., 2008; DiBaise et al.,
2008; Turnbaugh et al., 2009; Ley, 2010; DuPont, 2011; Esteve et al., 2011; Flint, 2011;
Chen et al., 2012; Kallus und Brandt, 2012; da Silva et al.,, 2013; Fujimoto et al., 2013;
Galecka et al., 2013; Caricilli und Saad, 2014; Moran und Shanahan, 2014).
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Bislang haben jedoch nur wenige Studien Uberpriift, ob krankheitsassoziierte Veranderungen
der bakteriellen Gemeinschaft auch im Darm von Katzen vorzufinden sind.

In einer Studie von Kieler et al. (2016) wurden im Kot adipdser Katzen im Vergleich zu
normalgewichtigen Tieren hohere Werte fir das Clostridium Cluster [V und
Enterobacteriaceae sowie geringere Werte fiir Bacteroidetes, das Clostridium Cluster XIVa,
Epsilonproteobacteria und Fusobacteria festgestellt.

In endoskopisch gewonnener Dinndarmdigesta von Katzen mit Erkrankungen des
Gastrointestinaltrakts konnten geringere Zahlen an mikroaerophilen Bakterien, Bacteroides
spp., Lactobacillus spp. und Pasteurella spp. detektiert werden als bei gesunden Katzen
(Johnston et al., 2001; Inness et al., 2007). Inness et al. (2007) konnten zeigen, dass Katzen
mit Inflammatory Bowel Disease (IBD) im Vergleich zu gesunden Tieren im Kot geringere
Bakteriengesamtzahlen sowie auf Genusebene geringere Keimzahlen von Bacteroides spp.
und Bifidobacterium spp. sowie hdhere Keimzahlen von Desulfovibrio spp. aufwiesen. Bei
der Interpretation der Ergebnisse ist jedoch zu berlcksichtigen, dass die erkrankten und
gesunden Tiere Diaten erhielten, die im Rohproteingehalt (Rp-Gehalt: 36,5 % bzw. 33,6 %)
sowie im Rohfasergehalt (Rfa: 1,6 % bzw. 1,0 %) variierten, sodass futterungsassoziierte
Effekte auf die intestinale Mikrobiota nicht ausgeschlossen werden konnten (Inness et al.,
2007). In einer weiteren Studie wurden Duodenalbiopsien von Katzen mit Erkrankungen des
Gastrointestinaltrakts sowie von klinisch gesunden Katzen mittels Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung (FISH) untersucht (Janeczko et al., 2008). Hierbei konnten bei den erkrankten
Tieren hoéhere Zahlen an Mukus-assoziierten Enterobacteriaceae nachgewiesen werden
(Janeczko et al., 2008).

In einer Studie von Suchodolski et al. (2015) wiesen Katzen mit Durchfallerkrankungen im
Vergleich zu gesunden Katzen héhere Zahlen an Beta- und Gamma-Proteobacteria, Bacillus
sowie des Genus Clostridium spp. im Kot auf. Daneben wurde in dieser Arbeit untersucht, ob
Unterschiede in der Zusammensetzung der fakalen Mikrobiota bei Katzen mit akuten und
chronischen Durchfallerkrankungen bestehen. Hierbei ergab sich, dass bei chronischen
Durchfallerkrankungen hdéhere Zahlen an Erysipelotrichia und Lactobacillus spp. sowie
geringere Zahlen an Bacteroidaceae vorlagen (Suchodolski et al., 2015). Zudem wurden bei
Katzen mit chronischen Durchfallerkrankungen im Vergleich zu gesunden Kontrolltieren
geringere Gehalte an Faecalibacterium spp. im Kot festgestellt (Suchodolski et al., 2015).
SchlieRlich wurde in einer Studie von Bell et al. (2014) bei Katzen mit Diabetes mellitus die
fakale Mikrobiota charakterisiert. Hierbei konnte kein Unterschied zu gesunden Katzen
ermittelt werden (Bell et al., 2014).
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2.3.4 Potenziell pathogene Bakterien im Gastrointestinaltrakt von Katzen

Das Vorkommen pathogener Bakterien im Gastrointestinaltrakt von Katzen ist sowohl flir die
Pathogenese von Durchfallerkrankungen (Weese et al., 2001; Marks et al., 2011; Queen et
al., 2012; Cantas und Suer, 2014; Paris et al., 2014) als auch vor dem Hintergrund des
zoonotischen Potenzials einiger Infektionserreger (Glaser et al., 1994; Angulo et al., 1995;
Angulo und Swerdlow, 1995; Hill et al., 2000; Morato et al., 2009; Weese, 2011) von
Bedeutung. Wichtige Vertreter, welche beim Menschen Durchfallerkrankungen verursachen
kénnen, sind E. coli, Campylobacter jejuni, Clostridium (C.) difficile, C. perfringens und
Salmonella spp. (Glaser et al., 1994; Angulo und Swerdlow, 1995; Meer et al., 1997; Nataro
und Kaper, 1998; Kuijper et al., 2007; Jhung et al., 2008; Dasti et al., 2010; Weese, 2011;
Uzal et al., 2014; Bula-Rudas et al., 2015; Damborg et al., 2015; Lee et al., 2016).

Allerdings kdnnen potenziell pathogene Bakterien mitunter gleichermal3en bei gesunden und
erkrankten Tieren identifiziert werden, sodass ihre Bedeutung fir die Entwicklung von
Durchfallerkrankungen oftmals unklar ist (Marks et al., 2011).

So konnte in einer frihen Studie von Shimi und Barin (1977) durch Rektalabstriche bei
Katzen insgesamt eine Pravalenz fur Salmonella von 13,6 % ermittelt werden. Zudem
beschrieben die Autoren bei Katzen mit einer Gastroenteritis eine héhere Pravalenz (37,5 %)
als bei gesunden Tieren (12,8 %) (Shimi und Barin, 1977). In einer weiteren Untersuchung
wurde unabhangig vom Gesundheitszustand im Kot von Katzen fir Salmonella eine
Pravalenz von 10,6 % ermittelt (Fox und Beaucage, 1979). Anders als in diesen frihen
Studien gaben Hill et al. (2000) jedoch fur Salmonella enterica Serotyp Typhimurium sowie
fur Campylobacter spp. lediglich eine Pravalenz von 1 % in Kotproben von gesunden Katzen
und Katzen mit Durchfallerkrankungen an. Ahnliche Pravalenzen fir Salmonella sp. (0,8 %)
und Campylobacter jejuni (0,8 %) konnten in Kotproben von Katzen in einem Alter von unter
einem Jahr ermittelt werden (Spain et al., 2001). Auch Tun et al. (2012) beschreiben, dass
bakterielle Infektionserreger mit zoonotischem Potenzial zu einem relativ geringen
Prozentsatz im Kot von klinisch gesunden Katzen vorkommen. So lag die Mehrzahl der in
diesem Kontext identifizierten Bakterienspezies von insgesamt 12 detektierten Genera bei
etwa 0,2 % (Tun et al., 2012). Den héchsten Anteil nahm C. difficile mit 1,25 % ein (Tun et
al.,, 2012). Hoéhere Pravalenzen fir C. difficile im Kot von Katzen unabhangig vom
Gesundheitszustand ermittelten hingegen Riley et al. (1991) (38 %), Borriello et al. (1983)
(30 %) und Weber et al. (1989) (6,7-9 %). Weese et al. (2001) detektierten bei zwei Katzen
mit Durchfallerkrankungen die Toxine A und B von C. difficile im Kot. Dennoch scheint die
Bedeutung von C. difficile im Zusammenhang mit Durchfallerkrankungen bei der Katze
bislang noch unklar (Weese et al., 2001; Clooten et al., 2008; Weese, 2011).
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Ebenso ist die klinische Relevanz von C. perfringens fiur die Entstehung von
Durchfallerkrankungen bei der Katze nicht abschlieRend geklart (Marks et al., 2011). So
wurde einerseits das Enterotoxin von C. perfringens bei Katzen mit Durchfallerkrankungen
im Kot detektiert (Foley et al., 1996). Eine andere Studie zeigte hingegen, dass ahnlich hohe
Pravalenzen von C. perfringens im Kot von Katzen mit (41 %) und ohne
Durchfallerkrankungen (39 %) vorzufinden sind (Hill et al., 2000). Auch Suchodolski et al.
(2015) konnten keine Unterschiede im Vorkommen von C. perfringens im Kot von gesunden
Katzen und Katzen mit Durchfallerkrankungen feststellen. Queen et al. (2012) ermittelten fur
C. perfringens eine Pravalenz von 43 % im Kot von Katzen mit Durchfallerkrankungen. Das
Enterotoxin von C. perfringens wurde bei 4,1 % der an Durchfall erkrankten Katzen im Kot
nachgewiesen, wohingegen bei gesunden Tieren lediglich eine Pravalenz von 1,6 % vorlag
(Queen et al., 2012).

E. coli ist ein im Darm kommensalisch vorkommendes Bakterium, welches jedoch auch ein
relevanter Infektionserreger sein kann (Nataro und Kaper, 1998; Wieler und Ewers, 2011).
Neben extraintestinal pathogenen Stammen existieren darmpathogene Stamme (Wieler und
Ewers, 2011), welche in enteropathogene (EPEC), enterotoxische (ETEC), enteroinvasive
(EIEC), Shigatoxin-bildende (STEC), enteroaggregative (EaggEC) sowie diffus-adharente
(DAEC) E. coli unterteilt werden (Beutin, 1999; Pufio-Sarmiento et al., 2013).

Bislang liegen wenige Studien Uber die Bedeutung von E. coli fir die Entwicklung von
Gastrointestinalerkrankungen bei der Katze vor, sodass die klinische Relevanz bei dieser
Tierart nicht abschlieBend geklart ist (Beutin, 1999). Jedoch ist die Katze als Reservoir fur
humanpathogene E. coli mitunter von Bedeutung (Krause et al., 2005; Morato et al., 2009;
Pufio-Sarmiento et al., 2013). Krause et al. (2005) wiesen im Kot von gesunden Katzen
sogenannte ,aftaching and effacing“ E. coli (AEEC) mit einer Pravalenz von 6,5 % nach.
AEEC besitzen das eae-Gen, welches auch bei EPEC sowie bei enterohamorrhagischen E.
coli (EHEC; Untergruppe der STEC) vorhanden ist (Nataro und Kaper, 1998). Zudem konnte
gezeigt werden, dass im Kot von Katzen, unabhangig des Vorliegens von
Gastrointestinalerkrankungen, in 4,7 % der Falle EPEC-Stamme nachweisbar waren, jedoch
keine ETEC-Stamme (Morato et al., 2009). Pufio-Sarmiento et al. (2013) konnten ebenfalls
EPEC-Isolate im Kot von Katzen ohne (2,5 %) und mit Durchfallerkrankungen (1,2 %)

detektieren.
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2.4 Untersuchungen zu ausgewahliten bakteriellen Metaboliten bei der

Katze und anderen Tierarten

Die Zusammensetzung und metabolische Aktivitat der gastrointestinalen Mikrobiota sind flr
die Tiergesundheit von grof’er Bedeutung (Tun et al., 2012). So wird durch das Vorkommen
bestimmter  Bakterienspezies sowie Uber die Freisetzung von  mikrobiellen
Stoffwechselprodukten die Pathogenabwehr, die Entwicklung des Immunsystems, die
Darmgesundheit (Fung et al., 2012) sowie die Nahrstoffversorgung des Wirtsorganismus
beeinflusst (Inness et al., 2007; Bell et al., 2008; Janeczko et al., 2008; Xenoulis et al., 2008;
Suchodolski et al., 2010; Suchodolski, 2011a). In diesem Zusammenhang wurde sowohl
beim Menschen als auch bei Hunden und Katzen beschrieben, dass nutritive Faktoren sowie
verschiedene gastrointestinale und extragastrointestinale Erkrankungen nicht nur
Auswirkungen auf die Zusammensetzung der intestinalen Mikrobiota haben (Cani et al.,
2008; DiBaise et al., 2008; Turnbaugh et al., 2009; Ley, 2010; DuPont, 2011; Esteve et al.,
2011; Flint, 2011; Chen et al., 2012; Kallus und Brandt, 2012; da Silva et al., 2013; Fujimoto
et al., 2013; Galecka et al., 2013; Handl et al., 2013; Caricilli und Saad, 2014; Moran und
Shanahan, 2014; Rochus et al., 2014; Aw und Fukuda, 2015; Park et al., 2015; Suchodolski,
2016), sondern auch die Stoffwechselaktivitat der jeweiligen Bakterienspezies beeinflussen
kénnen (Terada et al., 1993; Suchodolski, 2011a; 2016; Rochus et al., 2013; 2014;
Honneffer et al., 2014; Aw und Fukuda, 2015; Flint et al., 2015; Guard et al., 2015;
Suchodolski et al., 2015; Zhang et al., 2015). Im Folgenden wird auf die Bedeutung einiger
ausgewahlter mikrobieller Metaboliten fir den Organismus von Mensch und Tier
eingegangen.

Kurzkettige Fettsduren, zu denen unter anderem Azetat, Propionat und Butyrat gehéren
(Bugaut, 1987), dienen dem Darmepithel als Energielieferanten (Roediger, 1980; Cummings,
1995; Fung et al., 2012) oder werden im Darm absorbiert und in der Leber verstoffwechselt
(Cummings et al., 1987; Russell et al., 2013). Zudem sind Azetat und Butyrat auch fir die
Abwehr von Pathogenen bedeutsam (Maslowski et al., 2009; Fukuda et al., 2011). Neben
der Hemmung inflammatorischer Prozesse (Maslowski et al., 2009; Fung et al., 2012) wird
schlief3lich die mdogliche Bedeutung der kurzkettigen Fettsauren als Inhibitoren bei der
Entstehung von malignen, tumordsen Prozessen, insbesondere beim Menschen, diskutiert
(Hinnebusch et al., 2002; Bindels et al., 2012; Fung et al., 2012). In vitro-Studien konnten
zeigen, dass durch Butyrat die Apoptose von humanen Wirtszellen mit geschadigtem Genom
eingeleitet und somit einer malignen Entartung dieser Zellen entgegengesteuert wird
(Hinnebusch et al., 2002; Fung et al., 2012). Wahrend die im Darm vorkommenden n-
Butyrat-produzierenden Bakterien beim Menschen vor allem den Clostridien Clustern IV und

XIVa angehdren (Louis und Flint, 2009; Levine et al., 2013), wurden beim Schwein in diesem
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Zusammenhang auch Vertreter der Clostridien Cluster Xlll, IX und Xl identifiziert (Levine et
al., 2013). Daneben kdénnen einige Bakterien der Gruppe der Firmicutes Laktat als Substrat
verwenden und daraus Buytrat bilden (Flint et al., 2015). Duncan et al. (2004) identifizierten
hier unter anderem Bakterien, die verwandt sind mit Eubacterium halii und Anaerostipes
caccae. Laktat kann beispielsweise von Laktobazillen und Bifidobakterien gebildet werden
(Flint et al., 2015).

Neben den geschilderten potenziell positiven Effekten mikrobieller Metaboliten, gibt es auch
bakterielle Stoffwechselprodukte, die den Organismus negativ beeinflussen kdénnen. So
besitzt Ammoniak zytotoxische Wirkungen (Lin und Visek, 1991; Roediger et al., 1997).
Schwefelwasserstoff kann beispielsweise die Epithelbarriere in der Mundschleimhaut
schadigen (Ng und Tonzetich, 1984; Pitcher und Cummings, 1996) und spielt vermutlich eine
Rolle bei ulzerativen Darmentziindungen (Pitcher und Cummings, 1996; Roediger et al.,
1997). Polyamine, wie z. B. Spermidin, Putrescin oder Spermin, bzw. ihre Abbauprodukte
sind einerseits wichtig fur den Zellstoffwechsel (Pegg, 2013), auf der anderen Seite wurden
jedoch auch toxische Effekte von Spermidin und Spermin nach Applikation bei Tieren
beschrieben (Rosenthal et al., 1952; Tabor und Rosenthal, 1956). So wurden nach
einmaliger intraperitonealer Applikation von Spermin respiratorische Symptome sowie eine
Nierenschadigung bei Mausen und Ratten beobachtet, wahrend eine dreimalige
intraperitoneale Applikation von Spermidin eine Proteinurie bei den Tieren verursachte
(Rosenthal et al., 1952; Tabor und Rosenthal, 1956).

Indol entsteht durch den mikrobiellen Abbau von Tryptophan und wird zum Beispiel in der
Leber zu Indikan (Syn. Indoxylsulfat) metabolisiert (Wikoff et al., 2009). Dieses wird Uber die
Nieren ausgeschieden und kann sich bei Patienten mit einer chronischen Nierenerkrankung
im Blut anreichern (Deguchi et al., 2002; Wikoff et al., 2009). Indikan gilt zudem als
nephrotoxisch (Deguchi et al., 2002; Wikoff et al., 2009). Kynurensaure ist ebenfalls ein
Metabolit von Tryptophan (Turski et al., 2013). Es konnte gezeigt werden, dass im Blut von
nierenkranken Patienten hohe Kynurensaure- sowie geringe Tryptophankonzentrationen
vorliegen (Saito et al., 2000; Pawlak et al., 2009a; b), sodass ein verandertes
Plasmaverhaltnis von Kynurensaure zu Tryptophan in der Humanmedizin als Indikator flr
eine Nierenerkrankung gilt (Zhao, 2013). Bei Ratten mit experimentell induzierter Kolitis
konnten nach intravendser Applikation von Kynurensaure reduzierte Entziindungsparameter
sowie eine geringere Darmmotilitat festgestellt werden (Varga et al., 2010).

Bislang sind die mikrobiellen Metaboliten bei Katzen noch nicht ausreichend erforscht, um
fundierte Aussagen Uber Funktion, Wirkung oder Toxizitdt bei dieser Tierart treffen zu
kénnen. In einer Studie von Tun et al. (2012) wurde das fakale mikrobielle Stoffwechselprofil
von Katzen auf genomischer Ebene untersucht. Hierbei ergab sich unter anderem fur

Gensequenzen des mikrobiellen Proteinstoffwechsels ein Anteil von knapp 9 % am fakalen
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Metagenom der Katze, wahrend die Gensequenzen des mikrobiellen
Kohlenhydratstoffwechsels etwa 13 % ausmachten (Tun et al., 2012). Diese Ergebnisse sind
in etwa mit dem von Swanson et al. (2011) beschriebenen mikrobiellen Stoffwechselprofil

des fakalen Metagenoms von Hunden vergleichbar (Tun et al., 2012).

2.5 Einfluss der Fitterung auf die bakterielle Gemeinschaft im Darm von

Katzen

Die Fitterung kann Einfluss auf die Zusammensetzung der intestinalen Mikrobiota von
Katzen nehmen. So konnte gezeigt werden, dass der Einsatz eines Trockenfutters im
Vergleich zu einem Feuchtfutter zu einer geringeren bakteriellen Diversitat, geringeren
Anteilen an Bacteroides und Blautia sowie zu hoheren Anteilen an Lactobacillus,
Megasphera und Olsenella in Kotproben von Katzen gefuhrt hat (Bermingham et al., 2013b).
In diesem Zusammenhang ist neben der Futterkonfektionierung allerdings auch die
differierende Zusammensetzung der Diaten zu berlcksichtigen. Daneben haben
experimentelle Studien vornehmlich den Einfluss von prabiotisch wirksamen Faserstoffen
sowie variierender Proteingehalte im Futter auf die gastrointestinale Mikrobiota von Katzen

untersucht.

251 Einfluss prabiotisch wirksamer Faserstoffe im Futter auf die
gastrointestinale Mikrobiota von Katzen

Definiert wird ein Prabiotikum als ein ,unverdaulicher Nahrungsbestandteil, welcher einen
positiven Einfluss auf den Wirt ausiibt, indem er selektiv das Wachstum und/oder die
Aktivitat einer oder mehrerer ausgewdéhlter Bakterienart(en) im Dickdarm férdert und somit
zu einer Verbesserung der Gesundheit des Wirts beitrdagt" (Gibson und Roberfroid, 1995).
Als Prabiotika gelten insbesondere Fruktooligosaccharide, zu welchen Oligofruktose und
Inulin gezahlt werden (Gibson und Roberfroid, 1995). Daneben besitzen weitere Substanzen
prabiotische Eigenschaften, wie Laktulose oder Galaktooligosaccharide (Diez-Municio et al.,
2014).

Sparkes et al. (1998a) konnten keine Unterschiede in der Zusammensetzung der Mikrobiota
des Diunndarms von Katzen feststellen, wenn diese eine Diat ohne oder mit Zusatz von
0,75 % Fruktooligosacchariden erhielten. Im Gegensatz dazu konnten Kanakupt et al. (2011)
bei Zugabe von 0,5 % Fruktooligosacchariden bzw. 0,5 % Galaktooligosacchariden sowie bei
dem Zusatz beider Substanzen zu je 0,5 % zu einem Futter einen Anstieg von
Bifidobakterien im Kot von Katzen aufzeigen. In einer weiteren Studie hat die Gabe von
Fruktooligosacchariden (4 %) zu einem Futter im Vergleich zu Diadten mit 4 % Zellulose bzw.

4 % Pektin ebenfalls zu hoheren Zahlen an Bifidobakterien im Kot von Katzen gefuhrt (Barry
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et al., 2010). Dagegen konnten bei dem Einsatz von Pektin héhere Zahlen an C. perfringens,
E. coli sowie Laktobazillen im Kot der Tiere festgestellt werden (Barry et al., 2010). Wahrend
die Autoren in dieser Studie qPCRs als Nachweismethode einsetzten (Barry et al., 2010),
haben sie in einer weiteren Arbeit den Einfluss der gleichen Futtermittel auf die fakale
Mikrobiota von Katzen mittels 454-Pyrosequenzierung untersucht (Barry et al., 2012). Hierbei
konnte gezeigt werden, dass der Zusatz von 4 % Pektin zu einem Futter zu einem Anstieg
der Firmicutes im Kot der Katzen gefuhrt hat (Barry et al., 2012). Dagegen wurde bei dem
Einsatz von Fruktooligosacchariden ein vermehrtes Vorkommen von Actinobacteria im Kot
der Tiere beobachtet (Barry et al., 2012). Wahrend in diesen Untersuchungen junge Katzen
von durchschnittlich 1,7 Jahren eingesetzt wurden, hat eine weitere Studie den Einfluss von
1 % Oligofruktose bzw. von einer 1 %-igen Kombination aus Oligofruktose, Inulin und
Chicoreé im Futter auf die fakale Mikrobiota von alteren Katzen (= 9 Jahre) untersucht (Barry
et al., 2014). Hierbei konnte kein Einfluss auf die Zahl von C. perfringens und Laktobazillen
festgestellt werden, jedoch fiihrte die Kombination aus Oligofruktose, Inulin und Chicoreé zu
einer Abnahme an Bifidobakterien im Kot der Tiere (Barry et al., 2014).

In einer Studie von Terada et al. (1993) fuhrte die Zugabe von Lactosucrose zu einem Futter
zu einer Abnahme an Fusobacteria, Enterobacteriaceae, C. perfringens und Staphylococcus

sowie zu hoheren Zahlen an Bacteroides und Lactobacillus im Kot von Katzen.

2.5.2 Einfluss des Proteingehalts im Futter auf die gastrointestinale Mikrobiota
von Katzen

Erste Studien haben bereits einen méglichen Einfluss des Proteingehalts im Futter auf die
fakale Mikrobiota von gesunden Katzen untersucht. So wiesen Herter und Kendall (1910) in
einer sehr friihen Untersuchung im Kot von Katzen bei Einsatz einer proteinreichen Diat eine
vorwiegend proteolytische Bakteriengemeinschaft nach. Des Weiteren stellte Smith (1965)
im Dickdarm von Katzen und Hunden héhere Zahlen an C. perfringens im Vergleich zu
anderen Tierarten fest und verwies in diesem Zusammenhang, insbesondere bei der Katze,
auf eine proteinreichere Futterung. In aktuellen Untersuchungen flhrte eine hohe
Proteinaufnahme (52,9 % Rohprotein (Rp) in der Trockensubstanz (TS)) im Vergleich zu
einer eher moderaten Proteinaufnahme (34,3 % Rp in der TS) ebenfalls zu héheren
Gehalten an C. perfringens (12,39 vs. 10,83 logio KbE/g) sowie zu geringeren Gehalten an
Bifidobacterium spp. (5,63 vs. 9,44 logio KbE/g) im Kot von Katzen (Lubbs et al., 2009). In
einer weiteren Studie derselben Arbeitsgruppe wurden diese Futtermittel auch an abgesetzte
Katzenwelpen verflttert und Kotproben der Tiere im Alter von 8, 12 und 16 Wochen mittels
gPCR untersucht (Vester et al., 2009). Hier konnten, unabhangig von dem Alter der Katzen,

ebenfalls geringere Zahlen an Bifidobacterium sowie zusatzlich an E. coli und Lactobacillus
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im Kot bei Einsatz des proteinreichen Futters festgestellt werden (Vester et al., 2009). Die
Zahlen von C. perfringens im Kot wurden durch die Futterung hingegen nicht beeinflusst
(Vester et al., 2009). Hooda et al. (2013) nutzten die 454-Pyrosequenzierung, um ebenfalls
Kotproben von Katzenwelpen im Alter von 8, 12 und 16 Wochen zu untersuchen. In dieser
Studie wurden die gleichen Futtermittel wie bei Lubbs et al. (2009) und Vester et al. (2009)
eingesetzt. Die Diversitatsanalyse ergab keine Unterschiede zwischen den Fltterungs- oder
Altersgruppen (Hooda et al., 2013). Allerdings konnte gezeigt werden, dass die Fltterung der
proteinreichen Diat zu geringeren Anteilen an Actinobacteria, Dialister, Catenibacterium,
Acidaminococcus, Olsenella, Bifidobacterium, Megasphaera und Mitsuokella sowie zu
hoheren Anteilen an Proteobacteria, Clostridium, Faecalibacterium, Ruminococcus, Blautia,
Eubacterium, Collinsella und Fusobacterium im Kot geflhrt hat, unabhangig von dem Alter
der Katzen (Hooda et al.,, 2013). Bei Einsatz des Futters mit dem eher moderaten
Proteingehalt konnten im Kot von 8 Wochen alten Katzen héhere Werte fir die Gruppe der
Firmicutes als bei den Katzen derselben Futterungsgruppe im Alter von 12 und 16 Wochen
beobachtet werden (Hooda et al., 2013). Ebenso wurde bei diesen Tieren mit zunehmendem
Alter ein Anstieg an Bifidobacterium im Kot detektiert (Hooda et al., 2013).

Die Katzenkotproben aus der Studie von Hooda et al. (2013) wurden zudem von Deusch et
al. (2014) mittels lllumina®-Sequenzierung untersucht. Hierbei konnten sehr viel hohere
Anteile von Bacteroidetes (17-36 %) als in der Untersuchung von Hooda et al. (2013) (0,16—
0,65 %) ermittelt werden (Deusch et al., 2014). Dieses Ergebnis kénnte nach Meinung der
Autoren moglicherweise dem nicht optimalen Primer flr Bacteroidetes in der Untersuchung
von Hooda et al. (2013) geschuldet sein (Deusch et al., 2014).

Neben diesen in vivo-Studien wurde auch eine in vitro-Studie zum Einfluss des
Proteingehalts im Futter auf die fakale Mikrobiota von Katzen durchgefiihrt (Pinna et al.,
2014). Hierfur wurden Sammelkotproben von Katzen mit in vitro vorverdauten Futtermitteln,
welche einen geringen (135 g/kg) und einen hohen Proteingehalt (311 g/kg) aufwiesen,
inkubiert (Pinna et al.,, 2014). Ein hoher Proteingehalt im Futter flihrte zu hdéheren
Konzentrationen an Ammonium und biogenen Aminen in den Kotproben, geringeren
Konzentrationen an kurzkettigen Fettsduren, héheren Keimzahlen von C. perfringens (6,48
vs. 5,76 logiw Zellen/ml) sowie einer geringeren Zahl an Lactobacillus spp. (3,51 vs.
4,22 logipZellen/ml) und Enterokokken (Summe aus Enterococcus faecalis und

Enterococcus faecium; 6,75 vs. 7,35 logio Zellen/ml) (Pinna et al., 2014).
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2.5.3 Einfluss der Proteinqualitat im Futter auf die gastrointestinale Mikrobiota
von Katzen

In Abhangigkeit von der Verdaulichkeit der eingesetzten Proteinquellen im Futter gelangen
variierende Konzentrationen an unverdautem Eiweild in den Dickdarm und stehen dort den
peptidolytischen Bakterien zur Fermentation zur Verfigung (Zentek, 1995a; b; Lubbs et al.,
2009). Ein vermehrter Nahrstoffeinstrom in den Dickdarm kann auf diese Weise Dysbiosen
beglnstigen und zu Verdauungsproblemen (Kamphues et al., 2014; Zentek, 2016) sowie zu
einer Belastung des Organismus mit schadlichen mikrobiellen Stoffwechselprodukten (z. B.
Ammoniak) fuhren (Lubbs et al., 2009). Inwiefern die EiweilRqualitadt im Futter einen Einfluss
auf die Zusammensetzung sowie auf die Stoffwechselaktivitat der intestinalen Mikrobiota bei
Katzen austibt, wurde bislang nur unzureichend untersucht. Bei Hunden fihrten Diaten auf
Basis von Griebenmehl im Vergleich zu Diaten auf Basis von Soja oder Maiskleber zu
héheren Zahlen an C. perfringens in der ilealen Digesta (8,7 vs. 7,1-7,2 log1o Zellen/g) vs.
7,0 logio Zellen/g) (Zentek, 1995b). Ebenso konnten héhere Zahlen an C. perfringens im Kot
von Hunden nach der Fltterung einer protein- und bindegewebsreichen Diat, basierend auf
Griebenmehl und Rinderlunge, als bei dem Einsatz von Trockenfuttermitteln mit einem
moderaten Proteingehalt detektiert werden (Zentek et al., 2003).

In einer Studie von Kerr et al. (2014a) wurde die fakale Mikrobiota von Katzen, die entweder
ein kommerzielles Trockenfuttermittel auf Basis von Hihnerfleisch oder rohe Hihnerkiken
erhielten, miteinander verglichen. Die Analyse mittels 454-Pyrosequenzierung ergab, dass in
den Kotproben der Katzen beider Futterungsgruppen der Anteil der Firmicutes mit 62—88 %
am groBten war (Kerr et al.,, 2014a). Daneben wurde der Stamm der Bacteroidetes bei
Einsatz des Trockenfutters (1,6 %) haufiger nachgewiesen als bei der Rohfutterung (0,2 %)
(Kerr et al.,, 2014a). Bei Futterung der Hihnerkilken wurden hdhere Anteile der Genera
Pseudobutyrivibrio (4,0 vs. 1,0 %), Peptococcus (9,2 vs. 3,2 %) und nicht weiter identifizierter
Lachnospiraceae (15,2 vs. 5,3 %) sowie geringere Anteile an Succinivibrio (< 0,1 vs. 1,2 %)
und Faecalibacterium (0,2 vs. 1,0 %) als bei dem Einsatz des Trockenfutters detektiert (Kerr
et al., 2014a).

Vor dem Hintergrund der einerseits geringen Datenlage und andererseits gegebenen
praktischen Relevanz variierender  Proteinkonzentrationen und  -qualitdten in
Katzenfuttermitteln sollte ein moglicher Einfluss der Proteinbereitstellung auf die
Zusammensetzung und Aktivitdt der fakalen Mikrobiota bei Katzen mit der vorliegenden

Arbeit ndher untersucht werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Versuchsaufbau

Der zugrundeliegende Tierversuch wurde durch das Landesamt fiir Gesundheit und Soziales
(LaGeSo, Berlin G 0138/12) genehmigt. Die Versuchsplanung der vorliegenden Studie sowie
die Durchfiihrung des Fltterungsversuchs erfolgten durch das Institut flr Tiererndhrung
(PaBlack et al., 2017; 2018). Insgesamt wurden bei zehn adulten und klinisch gesunden
Katzen der Rasse Europaisch Kurzhaar (Tabelle 4) sechs verschiedene Versuchsfuttermittel
mit einem variierenden Eiweil3gehalt und einer unterschiedlichen Eiweillqualitat eingesetzt
(Tabelle 5). Eine geringere EiweiRqualitdt wurde durch den Einsatz bindegewebsreicher
Rohmaterialien erzielt und der Gehalt der Aminosaure Hydroxyprolin hierbei als quantitativer
Parameter zur Evaluierung der Eiweil3qualitat (Colgrave et al., 2012; Messia und Marconi,
2012) in den Versuchsfuttermitteln herangezogen. Jedes Versuchsfuttermittel wurde
insgesamt Uber einen Zeitraum von sechs Wochen verfittert, welcher sich jeweils in eine
31-tagige Adaptationsphase und zweimal viertagige Stoffwechselphasen aufteilte. Zwischen
den beiden viertagigen Stoffwechselphasen lag jeweils eine Ruhephase von drei Tagen. Die
in der vorliegenden Arbeit untersuchten Kotproben wurden jeweils an den Tagen 41-42 einer
Futterungsperiode gesammelt und bis zur weiteren Analytik bei -80 °C gelagert. Der Tag der
Kotsammlung richtete sich hierbei nach dem Kotabsatzverhalten der Tiere. Die Katzen
wurden wahrend der Adaptations- und Ruhephasen in Gruppen sowie wahrend der
Stoffwechselphasen einzeln in Stoffwechselkafigen gehalten, um die individuellen Kotproben
auffangen zu koénnen. Von diesen Stoffwechselkafigen hatten acht die Male von
83cmx76,5cm x77cm  (Breite x Hohe x Tiefe) und  zwei die MalRe von
102 cm x 98 cmx 77 cm (Breite x Hohex Tiefe). Diese enthielten spezielle Katzentoiletten
mit den MaRRen 35,5 cm x 46,5 cm (Breite x Tiefe), welche mit einem Harnsammelbehalter
verbunden waren, um eine Trennung von Harn und Kot zu gewahrleisten.

Die Raumtemperatur in der Katzenhaltung betrug durchschnittlich 21 °C, das Lichtregime
wurde auf einen jeweils 12-stiindigen Hell-Dunkel-Rhythmus eingestellt. Um einen méglichen
Einfluss von weiteren Umweltfaktoren auf die Untersuchungsparameter auszuschlie3en,
wurde flr die vorliegende Futterungsstudie ein randomisiertes Cross-over-Design im Sinne

eines lateinischen Quadrats gewahlt (Tabelle 6).
Die Katzen wurden wahrend des gesamten Versuchszeitraums einzeln gefittert, wobei jeder

Katze eine individuelle Futtermenge, berechnet nach den Empfehlungen des NRC (2006),

zugeteilt wurde. Die Futteraufnahme wurde taglich durch Rickwaage protokolliert. Wasser
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stand den Katzen jederzeit zur freien Verfligung. Die Kérpermasse der Tiere wurde einmal

wochentlich ermittelt.

Tabelle 4: In der vorliegenden Studie eingesetzte Versuchstiere

Katze Geschlecht kastriert  Alter in Monaten zu Koérpermasse zu
Versuchsbeginn Versuchsbeginn (in kg)
1 mannlich Ja 86 6,37
2 weiblich Nein 87 3,72
3 mannlich Ja 98 4,82
4 weiblich Nein 59 3,51
5 mannlich Ja 87 4,67
6 weiblich Nein 59 3,30
7 mannlich Ja 87 4,89
8 weiblich Nein 87 3,11
9 mannlich Ja 110 4,43
10 weiblich Nein 59 2,26
117 weiblich Nein 42 3,86

1Ersatztier fir Katze Nr. 3

Tabelle 5: Proteinkonzentration und -qualitat der verwendeten Versuchsfuttermittel

Versuchsfuttermittel Rohprotein Hydroxyprolingehalt Proteinqualitat
(9/kg TS) (9/kg TS)

A 367 3,76

B 450 8,45 Gering

C 561 9,44

D 362 2,56

E 433 3,76 Hoch

F 549 4,45
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Tabelle 6: Studiendesign der vorliegenden Studie

Durchgang Versuchsfuttermittel
A B C D E F
1 Tier 142 Tier 3+4 Tier 5+6 Tier 7+8 Tier 9 Tier 10
2 Tier 10 Tier 1 Tier 2+3 Tier4+5  Tier 6+7  Tier 8+9
3 Tier6+9  Tier 8+10 Tier 1 Tier 3 Tier 245  Tier 447
4 Tier 7 Tier 2+9 Tier 4+10 Tier 1+6 Tier 3+8 Tier 5
5 Tier 5+8 Tier 7 Tier 9 Tier 2+10  Tier 1+4  Tier 3+6
6 Tier 3+4 Tier 5+6 Tier 7+8 Tier 9 Tier 10 Tier 1+2

3.2 Futtermitteluntersuchung

Die Futtermittelanalyse erfolgte am Institut flr Tiererndhrung der Freien Universitat Berlin
(PaBlack et al.,, 2017; 2018). Der Gehalt an Rohnahrstoffen und Mineralstoffen in den
Versuchsfuttermitteln erfolgte, entsprechend den amtlichen Methoden der VDLUFA
(Naumann et al.,, 2012), separat fur jedes Versuchsfuttermittel sowie anhand von
Doppelbestimmungen. Im Anhang A 1 werden alle fir die Weender Analyse verwendeten
Gerate und Chemikalien aufgeflhrt. Des Weiteren sind alle Gerate und Chemikalien, die fur
die Bestimmung der Mineralstoffkonzentrationen in den Versuchsdiaten verwendet wurden,
in Anhang A 2 zu finden. Die Bestimmung der Aminosdurenkonzentrationen in den
Versuchsfuttermitteln erfolgte mittels eines ionenaustauscherchromatografischen Verfahrens
(PaRlack et al., 2017; 2018).

3.3 Probenaufbereitung

3.3.1 Chemisch-analytische Methoden
Die Bestimmung der Trockensubstanz sowie des Gehalts an Rohprotein in den Kotproben
erfolgte durch das Institut fir Tiererndahrung der Freien Universitat Berlin (PaRlack et al.,

2018) anhand der Methoden zur Futtermitteluntersuchung (Naumann et al., 2012).
3.3.1.1 Berechnung der scheinbaren Rohproteinverdaulichkeit
Die Ermittlung der scheinbaren Rohproteinverdaulichkeit (sV Rp) erfolgte anhand einer

quantitativen Erfassung des Rohproteingehalts im Futter und Kot (Kamphues et al., 2014).

Hierfur ergab sich folgende Formel (Kamphues et al., 2014):
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Rohproteinaufnahme (%) — Rohproteinexkretion (—;f; g )
Rohproteinaufnahme (ng)

3.3.1.2 Messung der Ammoniumkonzentrationen im Kot

Der Ammoniumgehalt in den Kotproben wurde mit der Methode nach Berthelot bestimmt. Bei
diesem Verfahren erfolgt ein quantitativer Nachweis von Ammonium, welches iber mehrere
Reaktionsschritte in einem alkalischen Milieu zum blaugefarbten Indolphenol reagiert. Die
Bestimmung der Konzentration an Indolphenol kann im Anschluss mittels Photometrie bei
einer Wellenlange von 620 nm und unter Verwendung einer Standardreihe erfolgen.

Als  Vorbereitung fir die  beschriebene  photometrische  Bestimmung  der
Ammoniumkonzentrationen wurde jeweils 500 mg einer Kotprobe mit 1 ml 3-N-
Morpholinopropansulfonsaure (MOPS; 100 mM; pH 7,0) gemischt und nach einer 10-
minUtigen Inkubationszeit auf Eis bei 4 °C und 17.000 x g zentrifugiert. Anschliellend wurde
der Uberstand in 2 ml-EppendorfgefaRe Uberfihrt und der pH-Wert der Extrakte mittels
Salzsaure (HCL; 1 M) auf einen Wert unter 7 eingestellt. Die Probenextrakte wurden
anschlieRend mit MOPS (100 mM; pH 7,0) 1:200 verdunnt. Erganzend wurden
Verdinnungen von 1:250 und 1:300 hergestellt, sofern die 1:200-Verdinnungen zu hohe
Extinktionswerte aufwiesen. Zur Bestimmung der Extinktion wurden jeweils 20 pl einer
probenspezifischen Verdinnungslésung zusammen mit 100 pl Phenolnitroprussid und 100 pl
0,2 %ige Natriumhypochloridlésung auf eine 96-Well-Mikrotiterplatte aufgetragen und nach
einer 15-mindtigen Inkubation bei Raumtemperatur bei einer Wellenlange von 620 nm
zweimal im Abstand von 5 Minuten gegen eine Standardreihe mit bekannten
Ammoniumkonzentrationen gemessen. Die Auswertung erfolgte mittels der i-control™
Microplate Reader Software 1.7. Dem Anhang A 3 sind die Gerate und Chemikalien, welche

zur Bestimmung des Ammoniumgehalts in den Kotproben verwendet wurden, zu entnehmen.

3.3.1.3 Bestimmung biogener Amine im Kot

Die Messung der Konzentrationen an biogenen Aminen im Kot der Katzen erfolgte mittels
lonenchromatografie und einer nachfolgenden Ninhydrin-Nachsaulenderivatisierung durch
das Institut flr Tierernahrung der Freien Universitat Berlin. Fir dieses Verfahren wurden ein
Aminosaurenanalysator sowie eine Polyamin-lonenaustauschersiule eingesetzt. Fir die
Probenvorbereitung wurden jeweils 500 mg einer Kotprobe in 2 mi-Eppendorfgefalie
eingewogen. AnschlieRend wurde zu der Probe 1 ml einer Extraktionslésung, bestehend aus
wassriger Trichloressigsaure (10 %) und 0,2 % Thiodipropionsaure (interner Standard),
gegeben. Darauf folgte eine Inkubationszeit von 30 Minuten auf einem Schiuttler. Nach

Ablauf der Inkubationszeit erfolgte eine Zentrifugation der Proben fur 10 Minuten mit
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13.000 x g. Der Uberstand wurde mit der Extraktionslésung im Verhaltnis 1:2 verdiinnt und
Uber einen SpritzenvorsatZzfilter filtriert. Je Probe wurden 25 pl automatisch durch den
Probengeber auf die Polyamin-lonenaustauschersaule aufgebracht. Fur die Elution wurde
Citratpuffer (pH-Wert 6,45) verwendet. Die Reinigung der Saule erfolgte mit einer
Natriumhydroxid-Lésung (0,4 mol/l NaOH). Eine Ubersicht der Gerate und Reagenzien,
welche flr die Bestimmung der biogenen Amine im Kot der Katzen genutzt wurden, liefert
Anhang A 4.

3.3.1.4 Analyse kurzkettiger Fettsduren im Kot

Die Konzentrationen an kurzkettigen Fettsduren in den Kotproben der Katzen wurden
gaschromatografisch durch das Institut flir Tiererndhrung der Freien Universitat Berlin
ermittelt. Hierfir wurde zunachst zu je 300 mg einer Kotprobe 1 ml einer Verdiinnungsldsung
(0,5 mM Capronsaure; interner Standard) gegeben. Nach einer 60-mindtigen Inkubation auf
einem Ruttler erfolgte eine Zentrifugation der Proben bei 14.800 x g und Raumtemperatur flr
8 Minuten. AnschlieBend wurden zu jeweils 100 pl des Probentberstands 900 pl der
Verdinnungslésung gegeben. Die so aufbereiteten Proben wurden anschlielend in einen
Gaschromatografen uberfuhrt. FUr die chromatografische Trennung der einzelnen Fettsduren
wurde die HP INNOWAX Saule verwendet. Das hierfur bendtigte Tragergas (Wasserstoff)
wurde uber einen Gasgenerator erzeugt. Als Detektor diente ein
Flammenionisationsdetektor. Mithilfe einer Injektionsspritze wurde 1 pl der jeweiligen Probe
mit einer Flussrate von 30 ml pro Minute auf die Saule aufgetragen. Die Ermittlung der
Konzentrationen an kurzkettigen Fettsduren in den Proben erfolgte mittels der HP
ChemStation Software und anhand einer Flachenintegration der einzelnen Peaks. Die
Gerate und Reagenzien, welche zur Messung der kurzkettigen Fettsauren im Kot der Katzen

verwendet wurden, sind dem Anhang A 5 zu entnehmen.

3.3.1.5 Bestimmung der Konzentrationen von D-und L-Laktat im Kot

Eine Ubersicht Uber die Gerate und Reagenzien, welche zur Konzentrationsbestimmung von
D- und L-Laktat im Kot der Katzen verwendet wurden, liefert der Anhang A 6. Die Analyse
der Gehalte an D- und L-Laktat im Kot erfolgte durch das Institut fir Tiererndhrung der
Freien Universitat Berlin. Zunachst wurde zu je 500 mg einer Probe 1 ml Kupfer-II-Sulfat-
Lésung (0,5 mM) hinzugegeben, die Probe homogenisiert und fir 10 Minuten auf einem
Ruttler inkubiert. Im Anschluss wurden die Extrakte zunachst mit 100 ul Carrez-I-Lésung
versetzt, gemischt und flr 3 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden 100 pl
Carrez-1l-Lésung zu den Extrakten pipettiert, die Proben gemischt und erneut fir 3 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Extrakte fur 10

Minuten bei 14.000 x g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde mittels Cellulose-Acetat-

25



Material und Methoden

Spritzenvorsatzfilter (0,45 um) filtriert. In diesen Extrakten konnten anschliefend die
Konzentrationen an D- und L-Laktat mittels Hochdruckflissigkeitschromatografie (HPLC)
gemessen werden. Hierflir wurde der HPLC Agilent 1100, bestehend aus einer Vorsaule und
einer chiralen Hauptsaule (Saulenofentemperatur 35 °C), eingesetzt. Die Flussrate der
Kupfer-lI-Sulfat-Lésungen (2,5 mM und 0,5 mM; Elutionsmittel) durch die Saule betrug 1 ml
pro Minute. Uber einen UV-Detektor wurde jede Probe bei einer Wellenlange von 253 nm
und Uber einen Zeitraum von 24 Minuten gemessen. Die Datenauswertung erfolgte mithilfe

der Chromeleon®-Software.

3.3.2 Molekularbiologische Methoden

3.3.2.1 Extraktion bakterieller DNA aus den Kotproben

Fur die Extraktion bakterieller DNA aus den Kotproben der Katzen wurde das QlAamp® DNA
Stool Mini Kit verwendet. Hierfur wurden je 200 mg Kot in FastPrep24 Lysing Matrix E-
Roéhrchen eingewogen und mit 1 ml ASL-Puffer gemischt. Die R&hrchen wurden
anschlieBend siebenmal fur je 30 Sekunden mit dem FastPrep-24 5 G mit einer
Beschleunigung von 6 m/s pro Sekunde homogenisiert. Die weitere Aufarbeitung der Proben
wurde laut Herstellerangaben (QIAGEN®, 2012) durchgefiihrt. Abweichend hiervon wurde
lediglich die Lysetemperatur von 70 °C auf 90 °C erhoht. Hierdurch wird das Lyseergebnis
von grampositiven Bakterien verbessert (Vodde, 2014). Nach der erfolgten Extraktion von
bakterieller DNA aus den Kotproben der Katzen lag eine sichtbare Tribung der DNA-
Extrakte vor. Dies lie3 vermuten, dass die in den Extrakten verbliebenen Substanzen als
Inhibitoren bei den folgenden PCRs fungieren kénnten. Aus diesem Grund wurden im Laufe
der vorliegenden Studie die DNA-Extrakte weiteren Aufbereitungsprozessen (siehe 3.3.2.5)
unterzogen. Die DNA-Extrakte wurden bis zur weiteren Analytik bei -30 °C gelagert. Eine
Auflistung der fiir den beschriebenen Extraktionsschritt verwendeten Gerate und Materialien
findet sich in Anhang A 7.

3.3.2.2 DNA-Konzentrationsbestimmung in den Kotproben

Zur Bestimmung des Gesamtgehalts an DNA in den Kotproben wurde das NanoDrop™ 3300
Fluorospektrometer verwendet. Das Protokoll wurde laut Herstellerangaben durchgefiihrt
(Thermo Scientific, 2010). Hierfur wurde zunachst aus den DNA-Probenextrakten mit
Nuklease-freiem Wasser (siehe Anhang A 8) eine 1:10-Verdlnnung hergestellt. Fur die
Kalibrierreine wurde Kalbsthymus-DNA genutzt, welche folgende DNA-Konzentrationen
aufwies: 1500 ng/ml, 1000 ng/ml, 750 ng/ml, 500 ng/ml, 250 ng/ml, 100 ng/ml und 75 ng/ml.
Als Negativkontrolle mit einem Wert von 0 ng/ml wurde TNE-Puffer (einfach konzentriert

(1 %)) verwendet. Nachdem je 5 pl Probenlosung mit 5 pl Arbeitslosung fur mindestens
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5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert wurden, erfolgte die Messung der jeweiligen Probe.
Hierfir wurden jeweils 2 pl dieser 1:2-Verdinnung aus Proben- und Arbeitslésung auf die
Plattform des Nano-Drop™-Gerats gegeben und dreimal gemessen. Dieser Vorgang wurde
fir jede Probe insgesamt dreimal durchgefiihrt, um ein moglichst genaues Ergebnis zu
erhalten. Gegebenenfalls musste bei einer sehr hohen gemessenen DNA-Konzentration die
Probenldsung zunachst mit TNE-Puffer (1 x) vorverdinnt (1:25 bzw. 1:50), dann mit der
Arbeitslosung 1:2 versetzt und anschlieRend erneut gemessen werden. Die Reinigung der
Plattform erfolgte vor den Messungen mit 2-5 pl Nuklease-freiem Wasser sowie zwischen
den Messungen der einzelnen Proben mit TNE-Puffer (1 x). Anhand der Ergebnisse erfolgte
eine aquimolare Einstellung der DNA-Gehalte der 1:10 verdiinnten DNA-Probenextrakte mit
Nuklease-freiem Wasser auf einen Gehalt von 3,6 ug DNA/mI in jeder Probe. Dieser Gehalt
stellte die geringste ermittelte Konzentration an DNA in einer Probe dar, sodass alle Uibrigen
Proben ebenfalls auf diesen Gehalt eingestellt wurden. Durchschnittlich enthielten die
Kotproben der Katzen (n = 60) 10,1 + 0,85 pg bakterielle DNA/g FS (arithmetischer
Mittelwert (Mw) + Standardfehler des Mittelwerts (SEM)). Eine Ubersicht zu den fir die DNA-

Konzentrationsbestimmung bendtigten Geraten und Reagenzien findet sich in Anhang A 8.

3.3.2.3 Quantitative Real-Time Test-PCR auf Inhibitoren in den DNA-Extrakten

Aufgrund der sichtbaren Tribung in den DNA-Extrakten (3.3.2.1) wurde eine quantitative
Real-Time Test-PCR (Test-gPCR) durchgefiihrt. Dies erméglichte eine Untersuchung der
DNA-Extrakte auf mogliche PCR-Inhibitoren. Das Prinzip einer qPCR ist der quantitative
Nachweis eines DNA-Abschnitts unter Verwendung des Fluoreszenzfarbstoffs SYBR®Green
(Brilliant 1l SYBR® Green Low ROX QPCR Master Mix). Durch die Einlagerung dieses
Farbstoffs in den synthetisierten DNA-Doppelstrang des nachzuweisenden DNA-Abschnitts,
welcher mithilfe spezifischer Primer wahrend der gPCR vervielfaltigt wurde, kann ein
Lichtsignal detektiert werden. Die Starke dieses Lichtsignals korreliert positiv mit der
enthaltenen Menge des nachzuweisenden DNA-Abschnitts der Probe, welcher spezifisch fir
eine Bakteriengruppe ist. Mithilfe von Kalibrierreihen der jeweiligen Bakteriengruppe, welche
eine bekannte DNA-Konzentration sowie Kopienzahl dieser DNA aufweist, ist eine Ermittlung
der Kopienzahl der entsprechenden Bakteriengruppe in den untersuchten DNA-Extrakten
und somit pro Gramm Kot moglich. Diese PCR-Produkte wurden am Institut fir
Tierernahrung der Freien Universitat Berlin hergestellt. Eine Schmelzkurvenanalyse, welche
im Temperaturprogramm der qPCR enthalten ist, diente dem Ziel der Uberpriifung der
entstandenen PCR-Produkte auf deren korrekte Grofde im Vergleich zu programmierten
Standardproben. Fir die Durchfiihrung der Test-PCR wurden die Proben unverdinnt sowie
in den Verdinnungen 1:10, 1:100 und 1:1000, welche mit Nuklease-freiem Wasser (siehe

Anhang A 9) hergestellt wurden, auf PCR-Inhibitoren untersucht. Als Kalibrierreihe wurde
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das PCR-Produkt des Clostridium (C). coccoides-Clusters XIVa mit einer bekannten DNA-
Konzentration (6,32 ng/ul) und Kopienzahl (1,33 x 10'%ul) in einer aufsteigenden
Verdlnnungsreihe (103-10°) eingesetzt. Als Negativkontrolle diente Nuklease-freies
Wasser. Die Sequenzen der Primer, das Temperaturprogramm der Test-PCR sowie die flr
die gPCR bendtigten Reagenzien sind in Anhang A 9 zu finden. Die Auswertung der
Amplifikationskurven zeigte, dass eine Verdinnung der Original-DNA-Extrakte zu einer
héheren mittleren Kopienzahl [logio/g FS] in der Test-PCR fuhrte. Anhand dieser
Feststellung in Verbindung mit der sichtbaren Tribung der DNA-Extrakte ist die Anwesenheit
von PCR-Inhibitoren in den DNA-Extrakten hochstwahrscheinlich. Anhand der oben
beschriebenen Steigerung der Effizienz der PCR unter Verwendung der 1:10-Verdinnung im
Vergleich zu den unverdinnten DNA-Extrakten wurde flr die Durchfihrung der quantitativen
Real-Time PCR unter den bei 3.3.2.4 genannten Bedingungen die 1:10-Verdlnnung

ausgewahlt.

3.3.2.4 Quantitative Real-Time PCR (qPCR)

Die quantitative Bestimmung ausgewahlter Bakteriengruppen im Kot der Katzen erfolgte
anhand der qPCR unter Verwendung der aquimolar eingestellten DNA-Probenlésungen
(3.3.2.2). Hierfur wurden Primer fur folgende Bakteriengruppen verwendet:
Bacteroides/Prevotella/Porphyromonas, Bifidobacterium spp., Clostridien Cluster |,
Clostridium (C.) leptum-Cluster IV (Cluster nach Collins et al. (1994)), C. coccoides-Cluster
XIVa, Enterobacteriaceae, E. coli/Hafnia/Shigella, Lactobacillus spp. und Salmonella spp..
Zudem wurden Primer fur die Bakterienspezies C. perfringens und C. difficile verwendet.
Nahere Informationen zu diesen Primern sind in Tabelle A 13 im Anhang A 10 zu finden. Die
Primer wurden von der Firma Eurofins Genomics hergestellt. Als Farbstoff wurde der Brilliant
Il SYBR® Green Low ROX QPCR Master Mix verwendet. Je Probe wurden insgesamt 25
Realtime-PCR-Reaktionslésung hergestellt. Die verwendeten Gerate, die Berechnung der
Formel flr die Reaktionsansatze, die verwendeten Primer sowie das Temperaturprogramm
fur die gPCR finden sich in Anhang A 10.

Mithilfe von PCR-Produkten, welche eine bekannte DNA-Konzentration sowie Kopienzahl
aufwiesen, wurden Kalibrierreihen inklusive einer Negativkontrolle aus Brilliant 1| SYBR®
Green Low ROX QPCR Master Mix und Nuklease-freiem Wasser erstellt. Anschlieend
wurden die probenspezifischen Reaktionsansatze sowie die Ansatze der Kalibrierreihe zu je
25 ul in PCR-Strips pipettiert. Die Auswertungen der gPCRs wurden mit der MxPro QPCR
Software durchgefihrt. Die Software ermdglicht es, anhand des ct-Werts (cycle
threshhold = Beginn  der = Amplifikationskurve)  einer  jeden  probenspezifischen
Amplifikationskurve die Ausgangskonzentration an DNA der jeweiligen Bakteriengruppe in

jeder Probe zu bestimmen. So wurde zunachst mithilfe der jeweiligen Kalibrierreihen der
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PCR-Produkte die Kopienzahl der entsprechenden Bakteriengruppe pro 1 pul des
verwendeten DNA-Extrakts ermittelt. Die Berechnung der Kopienzahl pro 1 Gramm Kot
erfolgte dann anschlieBend mittels unten aufgeflihrter Formel. Unter Berlcksichtigung der
Verdiinnungsfaktoren wurde die Kopienzahl pro 1 pl mit dem gesamten DNA-Gehalt der

Probe multipliziert und anschlielsend durch die Probeneinwaage dividiert.

P D2

X
(D1xF1xF2)| " E

2. Kopienzahl pro g Kot =

P = PCR-Ergebnis in Kopienzahl/ul

D1 = DNA-Gehalt der jeweiligen Probe, ermittelt durch DNA-
Konzentrationsbestimmung, in ng/ul

F1 = Verdinnungsfaktor der urspriinglichen DNA-Probenextrakte (hier: 0,1)
F2 = Verdlinnungsfaktor aufgrund der aquimolaren Einstellung der
jeweiligen 1:10-Verdinnung der DNA-Probenextrakte

D2 = DNA-Gehalt des gesamten Probenextrakts

E = Koteinwaage in g

Die Ergebnisse der ermittelten Kopienzahl einer Bakteriengruppe pro 1 Gramm Kot wurden

aus Griinden der Ubersichtlichkeit anschlieRend logarithmiert.

3.3.2.5 Aufbereitung der DNA-Extrakte

Wie zuvor dargestellt, lag nach der erfolgten Extraktion (3.3.2.1) eine sichtbare Tribung der
DNA-Extrakte vor. Zudem wurde anhand einer Test-PCR eine PCR-Inhibition beobachtet
(3.3.2.3). Fur die weitere molekularbiologische Analyse der DNA-Proben wurde jedoch eine
moglichst reine DNA-L&sung bendtigt, sodass die DNA-Extrakte einer weiteren Aufbereitung
mithilfe des MOBIO® PowerSoil DNA Isolation Kits unterzogen wurden. Hierdurch sollten die
verbliebenen Schwebstoffe (z.B. Rfa), welche eine PCR-Inhibition verursachen kdnnen,
entfernt werden.

Hierfur wurden 180 pl des urspriinglichen DNA-Extrakts in ein PowerSoil-Réhrchen pipettiert,
mit 60 ul der Losung C1 vermischt und bei Raumtemperatur fir 5 Minuten inkubiert. Die
weitere Aufarbeitung erfolgte laut Herstellerangaben (MOBIO Laboratories Inc., 2014). Eine

Auflistung der verwendeten Gerate und Materialien erfolgt im Anhang A 11.
3.3.2.6 DNA-Konzentrationsbestimmung

Eine erneute Bestimmung des Gesamtgehalts an DNA in den aufbereiteten Proben erfolgte

wie unter 3.3.2.2 beschrieben mittels des NanoDrop™ 3300 Fluorospektrometers von
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Thermo Fisher Scientific (siehe Anhang A 8). Anhand dieser Ergebnisse erfolgte eine
aquimolare Einstellung der DNA-Gehalte der aufbereiteten DNA-Probenextrakte mit
Nuklease-freiem Wasser auf einen Gehalt von 0,5 uyg DNA/ml in jeder Probe. Dieser DNA-
Gehalt stellte die geringste ermittelte Konzentration an DNA in einer Probe dar, sodass alle
Ubrigen Proben ebenfalls auf diesen DNA-Gehalt eingestellt wurden. Durchschnittlich
enthielten die aufbereiteten DNA-Extrakte der Kotproben der Katzen (n = 60) 5,68 £ 0,76 ug
bakterielle DNA/g FS (arithmetischer Mw + SEM).

3.3.2.7 Multiplex-Polymerase-Ketten-Reaktion (MPCR)

Um den Kot der Katzen auf das Vorhandensein von pathogenen E. coli zu untersuchen,
wurde eine ,touch-down“ MPCR mittels einer von Goébel (2003) entwickelten Methode
durchgefuhrt. Hierfir wurden die zuvor aufbereiteten DNA-Extrakte (3.3.2.5) verwendet
sowie das Qiagen® Multiplex PCR Kit. Fiir die Durchfiihrung der MPCR wurden zunachst
zwei Primerldsungen (10 pyM) hergestellt. Hierbei enthielt eine Primerlésung die Primer fur
die jeweiligen Vorwartsstrange der Pathogenitatsfaktoren, wahrend in der zweiten Ldsung
die Primer fir die Ruckwartsstrange der Pathogenitatsfaktoren enthalten waren (Tabelle A
17). Anschlielfend wurden die einzelnen Reaktionsansatze fir jeden aufbereiteten DNA-
Extrakt, welcher jeweils einer Kotprobe entsprach, hergestellt. Dem Anhang A 12 sind die fur
die MPCR verwendeten Gerate und Reagenzien sowie die Zusammensetzung der
Reaktionsansatze zu entnehmen. Die Tabelle A 17 listet die fir die jeweiligen
Pathogentitatsfaktoren verwendeten Primersequenzen auf. In der Tabelle A 19 ist das
Temperaturprogramm der MPCR aufgefihrt. Als Positivkontrolle wurden insgesamt 5 E. coli-
Stdmme genutzt (Tabelle A 18), als Negativkontrolle diente der E. coli DSM Stamm 2840
(DSMZ GmbH).

3.3.2.8 Qualitativer Nachweis der E. coli Pathogenititsfaktoren mittels Agarose-
Gelelektrophorese

Im Anschluss an die MPCR wurde eine Agarose-Gelelektrophorese durchgefihrt. Hierdurch
konnten die wahrend der MPCR vervielfaltigten Pathogenitatsfaktoren von E. coli nach der
GrolRe aufgetrennt und mithilfe von UV-Licht sichtbar gemacht werden. Dies ermdglichte
einen qualitativen Nachweis ausgewahlter Pathogenitatsfaktoren von E. coli im Kot der
Katzen. Eine Aufstellung der flr die Agarose-Gelelektrophorese bendtigten Materialien und
Gerate ist dem Anhang A 12 zu entnehmen. Zur Herstellung der 2,5 %igen Agarosegele
wurden je 6,25 g Agarose (50—1500 Basenpaar (Bp)-Aufldsung) in 250 ml TAE-Puffer (1 x)
(Zusammensetzung siehe Anhang A 12) durch viermaliges 5-minutiges Erhitzen in der
Mikrowelle (320 Watt) vollstandig geldst. Die Gele wurden zunachst in die jeweiligen

Elektrophorese-Kammern gegossen und nach erfolgter Aushartung mit TAE-Puffer (1 x)
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vollstandig bedeckt. Anschlielfend wurden die probenspezifischen Reaktionsansatze, die
Kontrollansatze sowie die DNA-Leiter hergestellt und auf das Gel aufgetragen. Das
Pipettierschema dieser Ansatze findet sich in Anhang A 12. Die DNA-Leiter dienten hierbei
als Marker (1000-100 Bp) fur die Fragmentlange der zu identifizierenden Pathogenitatsgene
in den Kotproben. Daneben wurden als Positivkontrollen 5 E. coli-Stdmme mit bekannten
Pathogenitatsgenen genutzt sowie ein E. coli-Stamm ohne Pathogenititsgene als
Negativkontrolle eingesetzt. Nach einer Laufzeit von ca. 2,5 bis 3 Stunden erfolgte die
Dokumentation der Ergebnisse mittels eines UV-Durchlichttischs (Wellenldnge 312 nm) und

einer charge coupled density (CCD)-Kamera.

3.3.2.9 Generierung von PCR-Produkten fiir das Next Generation Sequencing mittels
lllumina®

Ziel der Sequenzierung mittels lllumina® war die Vervielfaltigung und anschlieRende
Identifizierung der Bakteriengenera im Katzenkot anhand der V3-V4-Region des 16S rRNA-
Gens. Die hierfir bendtigten probenspezifischen Primersequenzabfolgen wurden von der
Firma LGC Genomics GmbH bereitgestellt. AnschlieRend wurden diese von der Firma
Eurofins Genomics synthetisiert. Die fur die Generierung von probenspezifischen PCR-
Produkten benétigten Gerate und Materialien sind in Anhang A 13 aufgefiihrt. In Tabelle A
21 sind die Sequenzen der einzelnen Primer aufgelistet.

Um die Eignung der probenspezifischen Primer fur die jeweiligen Probenextrakte zu
Uberprifen, wurde eine qPCR mit den DNA-Extrakten (3.3.2.6) durchgefihrt. Hierfur wurde
der Brilliant 1l SYBR® Green Low ROX QPCR Master Mix, wie unter 3.3.2.4 beschrieben,
eingesetzt. Die Tabelle A 22 zeigt das Programm, welches fiir diese Test-gPCR verwendet
wurde. Mithilfe der MxPro QPCR-Software wurde jede Probe auf eine vorhandene
Amplifikationskurve mit einem jeweiligen probenspezifischen ct-Wert hin Uberprift. Auf diese
Weise konnte nachvollzogen werden, ob die ausgewahlten probenspezifischen Primer die
V3-V4-Region der in den Proben enthaltenen 16 S rDNA vollstdndig amplifizierten. Nachdem
die korrekte Ampilifikation fir alle Proben gezeigt wurde, wurde eine PCR mit dem KAPA HiFi
HotStart Ready Mix PCR Kit von der Firma Kapa Biosystems, Inc. durchgefiihrt. Hierfr
wurden 25 ul des KAPA HiFi Ready Mix (2 %), 17 ul Nuklease-freies Wasser, 1,5 pl der
entsprechenden probenspezifischen Primer und 5 ul DNA-Extrakt einer jeden Probe (0,5 ng
DNA/uI) in PCR-Reaktionsgefalte pipettiert. Tabelle A 23 zeigt das fir diese PCR
verwendete Temperaturprogramm. Die probenspezifischen PCR-Produkte, welche hierbei
entstanden, wurden bis zur weiteren Analyse bei -30° C gelagert. Da der verwendete KAPA
HiFi Ready Mix keinen Fluoreszenzfarbstoff enthielt, musste eine Uberpriifung der erzeugten
PCR-Produkte auf eine vorhandene Amplifikation und damit verbundene ct-Werte mittels
einer weiteren qPCR unter Verwendung des Brilliant Il SYBR® Green Low ROX QPCR
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Master Mix erfolgen, welcher einen entsprechenden Fluoreszenzfarbstoff aufwies. Hierflur
wurden aus 16,5 pl des Brilliant II SYBR® Green Low ROX QPCR Master Mix, 13,5
Nuklease-freies Wasser, je 1 ul der entsprechenden probenspezifischen Primer sowie 1 ul
des PCR-Produkts Reaktionsansatze pipettiert. Das gewahlte Temperaturprogramm ist in
Tabelle A 24 aufgefiihrt. Bei der Auswertung dieser gPCR mithilfe der MxPro QPCR-
Software konnten fiur 15 Proben keine ct-Werte ermittelt werden, sodass die gPCR mit dem
Brilliant 1l SYBR® Green Low ROX QPCR Master Mix fiir diese Proben wiederholt wurde.
Hierbei ergab die Auswertung erneut keine ct-Werte, sodass eine Uberpriifung dieser
Proben auf das erzeugte KAPA-PCR-Produkt mittels des Agilent 2100 Bioanalyzers unter
Verwendung des Agilent DNA 1000 Kit der Firma Agilent Technologies, Inc. erfolgte. Diese
sensitivere Nachweismethode erméglichte es, die Lange sowie die Konzentration der
jeweiligen KAPA-PCR-Produkte in den Proben zu detektieren. Das Protokoll wurde laut
Herstellerangaben durchgefihrt (Agilent Technologies, 2016). Die hierfiir bendtigten Gerate
und Materialien sind in Anhang A 14 (Tabelle A 25) aufgelistet. Nachdem flr alle Proben das
vorhandene KAPA-PCR-Produkt nachgewiesen werden konnte, wurde anschliefend an
diese Qualitatskontrolle eine weitere PCR mit den DNA-Extrakten (3.3.2.6) durchgefuhrt.
Diese PCR erfolgte erneut mit dem KAPA HiFi HotStart Ready Mix PCR Kit und hatte das
Ziel, ausreichend PCR-Produkt flr die nachfolgende lllumina®-Sequenzierung zu generieren.
Die so gewonnenen PCR-Produkte wurden mit dem jeweiligen PCR-Produkt der ersten
KAPA-PCR vereinigt.

3.3.2.10 Qualitatskontrolle der KAPA-PCR-Produkte

Nachdem die jeweiligen KAPA-PCR-Produkte einer Probe vereinigt wurden (3.3.2.9), wurde
Uberpruft, ob die erzeugten DNA-Abschnitte eine Lange von 400-500 Bp aufwiesen, da die
V3-V4-Region in etwa diese Basenpaarlange aufweist (Yarza et al., 2014). Zudem wurde die
Konzentration des DNA-Gehalts in den einzelnen Probenlésungen bestimmt. Hierflr erfolgte
eine weitere Qualitatsuberprifung der KAPA-PCR-Produkte einer jeden Probe mittels des
Agilent 2100 Bioanalyzers unter Verwendung des Agilent DNA 1000 Kit der Firma Agilent
Technologies, Inc.. Das Protokoll wurde laut Herstellerangaben durchgefiihrt (Agilent
Technologies, 2016). Die hierflrr eingesetzten Gerate und Materialien sind in Anhang A 14
(Tabelle A 25) aufgefiihrt. In Tabelle 7 werden der DNA-Gehalt sowie die durchschnittliche
Lange (arithmetischer Mw * SEM) der generierten KAPA-PCR-Produkte dargestellt.
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Tabelle 7: DNA-Gehalte und Basenpaarlange der untersuchten KAPA-PCR-Produkte (n=60;
Mittelwert (Mw) + Standardfehler des Mittelwerts (SEM))

Mw SEM
DNA-Gehalt (ug/g FS") 111 0,97
Lange (Bp?) 467 +4,12

"Frischsubstanz ’Basenpaare

Im Anschluss an diese Uberpriifung wurden dquimolare Verdiinnungen der Proben zu zwei
Masterproben | und Il vereinigt. Die Verwendung probenspezifischer Primer erméglichte die
Identifizierung der jeweiligen Proben 1-30 bzw. 31-60 in den Masterproben | und Il. Hierfar
wurden zunachst die héchste Konzentration der KAPA-PCR-Probenldsungen 1-30 sowie der
Proben 31-60 ausgewahlt (42,4 ng/ul bzw. 25,2 ng/ul). Anschliellend wurden die
Probenlésungen 1-30 bzw. 31-60 auf die Konzentration 42,4 ng/ul bzw. 25,2 ng/pl
aquimolar eingestellt. Hierdurch ergab sich in den beiden Masterproben | (Proben 1-30) und
Il (Proben 21-60) ein errechneter DNA-Gehalt von 6,20 ng/upl und 7,82 ng/ul.

Mithilfe des QIAquick PCR Purification Kits der Firma QIAGEN GmbH (siehe Anhang A 14)
wurden verbliebene Nukleotide, Enzyme und Primer aus diesen Masterproben entfernt, um
ausschlielllich die erzeugten probenspezifischen DNA-Abschnitte der V3-V4-Region des 16S
rRNA-Gens in den Masterproben zu erhalten. Hierfir wurden zu je 50 pl einer Masterprobe
250 ul PB-Puffer des Kits sowie 5 pl Na-Acetat (3 M, pH 5) hinzugefiigt. Die folgenden
Reinigungsschritte zur Aufbereitung der Masterproben wurden laut Herstellerangaben
durchgefiihrt (QIAGEN®, 2010). Die gereinigten Masterproben wurden in 1,5 ml-
Eppendorfgefallen bis zur weiteren Analyse bei -30° C gelagert.

Vor der lllumina®-Sequenzierung wurden die Masterproben erneut hinsichtlich des DNA-
Gehalts und der DNA-Qualitat Gberprift. Diese Quantitats- und Qualitatskontrolle erfolgte
wiederum mittels des Agilent 2100 Bioanalyzers und des Agilent DNA 1000 Kits der Firma
Agilent Technologies, Inc. (Anhang A 14). Hierfur wurden die Masterproben unverdinnt
sowie in den Verdinnungen 1:10, 1:50, 1:100, 1:500 und 1:1000 gepruft.

3.3.2.11 lllumina®-Sequenzierung

Die zwei Masterproben (3.3.2.10) wurden von der Firma LGC Genomics GmbH (Berlin,
Deutschland) sequenziert. Das Prinzip der lllumina®-Sequenzierung (Next Generation
Sequencing-Technologie) beruht auf einer sogenannten de-novo-Synthese, bei welcher
zweimal 300 Bp lange ,Reads” sequenziert werden (LGC Inc., 2017). Hierfir wurde ein
MiSeqg-Gerat der Firma lllumina, Inc. (San Diego, Kalifornien, USA) verwendet, welches die

Technologie ,Sequencing by Synthesis® nutzt (Schmitt, 2014).
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Fur die in der vorliegenden Arbeit verwendete Bridge-Amplification-Technik wurden Glas-
Objekttrager (,Flow Cell“) verwendet, auf deren Oberflache Oligonukleotide befestigt sind
(Schmitt, 2014). Die einzelstrangige DNA geht mit diesen Uber Adaptoren, welche zuvor an
beiden Enden der DNA befestigt wurden, eine Bindung ein (Schmitt, 2014). Darauf folgt die
Synthese des komplementaren DNA-Strangs mit anschlieBender Denaturierung sowie
Entfernung des anfangs eingesetzten DNA-Einzelstrangs (Schmitt, 2014). Anschlieend folgt
eine Hybridisierung des freien Adaptors des verbliebenen DNA-Einzelstrangs mit einem
weiteren Oligonukleotid des Glas-Objekttragers, wodurch dieser einen Bogen auf dem Glas-
Objekttrager formt und an diesem die Synthese des komplementaren DNA-Strangs erfolgt,
sodass eine Brlckenstruktur gebildet wird (Schmitt, 2014). Eine weitere Denaturierung
dieses DNA-Doppelstrangs flihrt zu zwei DNA-Einzelstrangen, welche jeweils an einem
Ende mit dem Objekttrager verbunden bleiben (Schmitt, 2014). Viele Wiederholungen der
beschriebenen Vorgange flhren schlielllich zu einer vollstdndigen Bedeckung des
Objekttragers mit DNA-Einzelstrangen (Templates) (Schmitt, 2014). Bevor die Primer flr die
eigentliche Sequenzierung am 3’-Ende der Vorwartsstrange binden kdénnen, werden die
Strange mit dem freien 5°-Ende entfernt (Schmitt, 2014). Ein sogenanntes ,Blocking® der
hierbei freiwerdenden Oligonukleotide des Objekttragers sowie der komplementaren
Oligonukleotide an den freien 3’-Enden der zu sequenzierenden DNA-Einzelstrange
verhindert die versehentliche Sequenzierung dieser Oligonukleotide (Schmitt, 2014). Fir die
Sequenzierung werden Desoxyribonukleosidtriphosphat-Molekile (dNTPs) mit
verschiedenen, fluoreszenzmarkierten Terminatoren verwendet, welche durch Abspaltung
beim Einbau eine Detektion ermdglichen (Schmitt, 2014). In der vorliegenden Arbeit wurde
neben dem Vorwartsstrang auch der Rickwartsstrang sequenziert. Diese Methode wird als
sogenannte ,paired-end-Sequenzierung“ bezeichnet (Schmitt, 2014).

Die lllumina®-Sequenzbibliotheken wurden aus je 100 ng Masterprobe mittels Ovation®
Rapid DR Multiplex System 1-96 der Firma NuGEN Technologies, Inc. (San Carlos,
Kalifornien, USA) hergestellt. Die Qualitatskontrolle der lllumina®-Sequenzen erfolgte anhand
der Quality Control Software v2.5 (lllumina, Inc.,, San Diego, Kalifornien, USA). Die

Sequenzdateien wurden anschlieflend als komprimierte FASTA-Dateien Ubermittelt.

3.3.2.12 Auswertung der Illlumina®-Sequenzen mittels MG-RAST (metagenomics
analysis server)

Fur die Auswertung der FASTA-Dateien wurden diese auf die Datenbank MG-RAST (Meyer
et al., 2008) hochgeladen. Die Datenbank erstellte anhand der 16 S rRNA-Gensequenzen
probenspezifische Metagenome. Da diese Metagenome auf Genusebene analysiert werden
sollten, wurde der prozentuale Anteil der einzelnen Genera pro Metagenom und Probe

berechnet. Hierbei wurden lediglich jene Genera beriicksichtigt, deren Sequenzen haufiger
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als finfmal in einer Probe vorkamen. Die relativen Anteile der einzelnen Genera in einer

Probe wurden mithilfe der folgenden Formel ermittelt:

) o Anzahl an Sequenzen des Genus
3. Relativer Anteil eines Genus (%) = x 100
Gesamtzahl an Sequenzen des Metagenoms

3.3.2.13 Methodische Uberpriifung des Sequenzierungsverfahrens (,Rarefaction
curve®)

Im Anschluss an die lllumina®-Sequenzierung wurde Uberprift, ob die detektierte Anzahl an
Sequenzen einer jeweiligen Probe genigt, um eine ausreichende und reprasentative
Analyse dieser Probe vornehmen zu kdénnen (sogenannte ,Rarefaction®). Die Abbildung 1
zeigt ein Diagramm, welches zu diesem Zweck mithilfe der MG-Rast Datenbank (Meyer et
al., 2008) erstellt wurde. In diesem entspricht ein Graph einer sequenzierten Kotprobe. Die
Graphen zeigen die bakterielle Artenanzahl in einer Probe in Abhangigkeit von der Anzahl an
Sequenzen auf und lassen einen nahezu asymptotischen Verlauf erkennen. Dies bedeutet,
dass die Anzahl der in den Kotproben der Katzen detektierten DNA-Sequenzen ausreicht,
um eine reprasentative Beschreibung der einzelnen Kotproben vornehmen zu kénnen und

Vergleiche zwischen den Proben zu erlauben (Heck et al., 1975).
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Abbildung 1: ,Rarefaction“ der untersuchten Proben; Artenanzahl (,Species Count®) in Abhangigkeit

von der Anzahl an Sequenzen (,Number of Reads") (Meyer et al., 2008)
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3.3.2.14 Okologische Indizes

Die probenspezifischen Metagenome (3.3.2.12) wurden zudem mithilfe einer weiteren
Datenbank, der RDP-Pipeline (Cole et al., 2014), anhand der folgenden 6kologischen Indizes
naher charakterisiert: Shannon-Weaver Index, Evenness und CHAO1-Index.

Es existieren unterschiedliche mathematische Methoden, um die Biodiversitat bzw. die
Artenvielfalt in (")kosystemen zu beschreiben. Eine allumfassende Methodik, welche alle
Gesichtspunkte dieser Artenvielfalt mit einbezieht, existiert bislang allerdings noch nicht
(Lévéque und Mounolou, 2003). Einige Biodiversitatsmale sind in der Lage, die Artenvielfalt

in einem Okosystem mittels einer Zahl (Index) zu beschreiben.

Der Shannon-Weaver-Index (H’) ermittelt die mikrobielle Vielfalt in einem okologischen
System. Hierbei werden die Artenanzahl (s) sowie der Anteil jeder Art an der

Artengemeinschaft mit einbezogen (Kwak und Peterson, 2007).

Die Formel hierzu lautet (Kwak und Peterson, 2007):

S
4, H' = —Zpi-lnpi
i=1

H’= Shannon-Weaver-Index
s = Gesamtzahl der Arten
pi = Wahrscheinlichkeit des Auftretens der Art i oder relative Haufigkeit der i-ten Art in

der Gesamtindividuenzahl, gemessen von 0,0 bis 1,0

.Eine maximale Diversitdt nach dem Shannon-Index wére gegeben, wenn in einer s Arten
enthaltenden Gemeinschaft alle Arten im gleichen quantitativen Verhéltnis vorhanden sind.*
(Untersteiner, 2005)

Ein weiterer okologischer Index, welcher in der vorliegenden Arbeit ermittelt wurde, ist die
Evenness (E): dies ist die ,Relation des Shannon-Index zu dem maximal mdglichen
Diversitatswert, der sich bei gleicher Artenzahl, aber unter gré3tméglicher Gleichverteilung

der Individuen auf die bestehenden Arten ergeben wiirde* (Untersteiner, 2005).
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Die Formel hierzu lautet (Untersteiner, 2005; Kwak und Peterson, 2007):

H' H'
Hpo.e [nS

H’ = Shannon-Weaver Index
max = Maximaler Diversitatswert
S = Gesamtzahl der Arten

E kann Werte zwischen 0,0 und 1,0 annehmen.

Ein kleiner E-Wert ist gleichbedeutend mit einer inhomogenen Verteilung der Bakterienarten
bzw. -spezies innerhalb der bakteriellen Gemeinschaft und einer ungleichmaRigen Struktur

des zu untersuchenden Systems (Klar, 2008; Kirsch, 2010).

Der CHAO1-Index nach Chao (1984) gibt die Zahl aller Spezies in einer Probe an, wobei als
Berechnungsgrundlage die jeweiligen Spezies mit dem geringsten Vorkommen gewahlt
werden (Colwell und Coddington, 1994).

Die Formel hierzu lautet (Gotelli und Colwell, 2011):

2

6. Schao1 = Sobs t L

2 [
Schaor = CHAO1-Index
Sobs = Anzahl ermittelter Spezies in einer Probe oder in der Gesamtheit aller Proben
f: = Anzahl der Spezies, welche einmal in einer Probe detektiert wurden (,singleton
species®)
f>= Anzahl der Spezies, welche zweimal in einer Probe detektiert wurden (,doubleton

species®)
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Diese Formel kann jedoch nicht angewendet werden, wenn f>= 0, daher lautet die korrigierte

Formel in diesem Fall (Gotelli und Colwell, 2011):

-1
7. Schao1 = Sobs T %

Schaor = CHAO1-Index

Sobs = Anzahl ermittelter Spezies in einer Probe oder in der Gesamtheit aller Proben
f1= Anzahl der Spezies, welche einmal in einer Probe detektiert wurden (,singleton
species®)

f= Anzahl der Spezies, welche zweimal in einer Probe detektiert wurden (,doubleton

species”)

3.3.2.15 Auswertung der lllumina®-Sequenzen mittels RDP-Pipeline

Zur Ermittlung der erlauterten 6kologischen Indizes wurde die Datenbank ,RDP-Pipeline”
(Cole et al., 2014) genutzt. Zunachst wurde fir jede der komprimierten FASTA-Dateien eine
Anpassung (,Alignment“) der Sequenzen durchgefuhrt. Dies bedeutet, dass die in den
Proben enthaltenen Sequenzen an das 16S rRNA-Gen von E. coli als Referenz angeglichen
wurden. Hierdurch wurde gewahrleistet, dass alle Sequenzen an eine Referenzsequenz
angepasst sind. Im Anschluss wurde mit diesen angeglichenen Dateien eine
Gesamtgruppierung der Ahnlichkeiten zwischen den Sequenzen (,complete linkage
clustering”) durchgeflihrt. Hierbei standen zu Beginn alle Sequenzen in einer eigenen
Gruppierung. Die zwei ahnlichsten Sequenzen wurden dann zu einer neuen Gruppierung
formiert. Im Verlauf der Anwendung der mathematischen Funktion wurden homogene
Gruppierungen weiter zusammengefasst, sodass am Ende eine Verteilung von Ahnlichkeiten
aller Sequenzen zur Verfligung stand. Details dieser Methode werden bei Sipos et al. (2010)
beschrieben. Mit diesen so erzeugten Dateien wurden anschlieRend die o6kologischen
Indizes der einzelnen Probenmetagenome mittels der RDP-Pipeline (Cole et al.,, 2014)

ermittelt.
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3.4 Statistische Auswertung der Ergebnisse

Die statistische Datenauswertung erfolgte mithilfe der Software SPSS Statistics® (Version
22) von IBM® (SPSS Inc., Chicago, lllinois, USA). Zunachst wurde mittels des Shapiro-Wilk-
Tests auf eine Normalverteilung der Daten geprift. Die Darstellung der Uberwiegend
normalverteilten Daten erfolgte anschliefend in Form des arithmetischen Mittelwerts (Mw)
und Standardfehler des Mittelwerts (SEM). Hierbei wurde zum Teil, aufgrund der
Ubersichtlichkeit in den Tabellen, ein gruppenunabhangiger SEM dargestellt. Die Ergebnisse
der mikrobiologischen Untersuchungen wurden einerseits gesamthaft (n = 60), d.h.,
unabhangig von den Fitterungsgruppen der Katzen, dargestellt. Daneben wurde mithilfe von
polynomialen Kontrastberechnungen der Einfluss der Proteinkonzentration und -qualitat im
Futter auf die fakale Mikrobiota sowie auf ausgewahlte bakterielle Metaboliten im Kot der
Katzen untersucht. In diesen Darstellungen wird unter ,n“ die jeweilige Anzahl gultiger Falle,
welche fiur die Berechnung der polynomialen Kontraste einbezogen werden konnten,
aufgefuhrt. Hierbei wurde auch eine mdgliche Interaktion zwischen der Qualitadt und der
Konzentration des Futterproteins mittels des Greenhouse-Geisser-Tests Uberprift. Als

Signifikanzniveau wurde P < 0,05 festgesetzt.
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4 Ergebnisse

4.1 Futtermittelanalysen

Die in der vorliegenden Arbeit eingesetzten Versuchsfuttermittel wiesen eine variierende
Proteinkonzentration und -qualitdt auf. Die Tabellen 8 und 9 zeigen die analysierten
Inhaltsstoffe der Futtermittel auf. In den Versuchsfuttermitteln mit einer geringen
Proteinqualitdt wurden folgende Rohmaterialien in absteigender Reihenfolge verwendet:
Leber, Trachea, Weizenmehl, Fleisch, Sonnenblumendl, Griebenmehl, Blutmehl,
Mineralstoffe, Gelier- und Verdickungsmittel und Vitamine (Paldlack et al., 2017; 2018). Die
Versuchsfuttermittel mit einer hohen Proteinqualitat wiesen die folgende Zusammensetzung
in absteigender Reihenfolge auf: Leber, Fleisch, Weizenmehl, Sonnenblumendl, Blutmehl,
Griebenmehl, Mineralstoffe, Gelier- und Verdickungsmittel und Vitamine (Paflack et al.,
2017; 2018).

Tabelle 8: Analysierte Inhaltsstoffe der Versuchsfuttermittel (Paf3lack et al., 2017; 2018)

Versuchsfuttermittel

Geringe Proteinqualitat Hohe Proteinqualitat

36,7 %' 450% 56,1% 36,2% 43,3% 549%

Trockensubstanz (TS)  g/kg uS? 200 189 204 216 203 193

Rohprotein a/kg TS 367 450 561 362 433 549
Rohfett gkg TS 284 296 271 294 318 262
Rohfaser g/kg TS 3,14 7,05 10,5 6,75 4,46 6,78
Rohasche gkg TS 77,2 73,8 83,4 68,3 68,9 75,2
Kalzium gkg TS 11,2 11,4 12,6 10,7 11,2 11,8
Phosphor gkg TS 8,79 8,34 8,88 7,73 8,23 8,71
Natrium gkg TS 5,83 5,75 8,20 4,88 5,78 6,74
Kalium gkg TS 11,1 9,35 12,4 8,75 8,58 8,67
Magnesium ag/kg TS 0,48 0,48 0,47 0,45 0,47 0,49
Eisen mg/kg TS 137 174 220 137 104 159
Zink mg/kg TS 90,5 90,5 94,7 93,5 118 109
Mangan mg/kg TS 16,4 13,2 9,27 16,1 12,5 9,75
Kupfer mg/kg TS 10,7 9,80 11,2 10,8 8,98 8,88
Gehalt an ME® MJ/kg TS 20,4 20,8 20,4 20,6 21,3 20,4

"Proteingehalt der Versuchsfuttermittel 2uS = urspriingliche Substanz 3ME = umsetzbare Energie,

berechnet nach National Research Council (2006)
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Tabelle 9: Taurin- und Aminosaurenkonzentrationen in den Versuchsfuttermitteln (PaRlack et al.,
2017; 2018)

Versuchsfuttermittel

Geringe Proteinqualitat Hohe Proteinqualitat

36,7%' 450% 56,1% 362% 43,3% 549%
Taurin g/kg TS? 5,32 4,36 3,90 4,13 3,81 3,85
Asparaginsaure g/kg TS 26,5 33,3 38,7 25,1 33,8 429
Threonin gkg TS 14,2 17,8 20,2 14,1 18,3 23,6
Serin gkg TS 14,6 18,9 21,9 14,8 18,5 23,2
Glutaminsaure ag/kg TS 35,9 40,0 49,0 35,7 38,9 44 1
Glycin gkg TS 36,0 39,1 52,6 28,0 23,8 36,6
Alanin gkg TS 18,9 26,6 32,9 17,6 23,1 30,3
Valin gkg TS 18,0 22,4 25,9 12,2 22,4 27,0
Isoleucin gkg TS 12,8 16,1 17,8 9,2 17,2 21,2
Leucin gkg TS 247 31,4 37,6 24,4 32,4 39,3
Tyrosin gkg TS 10,4 13,8 16,1 10,6 14,9 18,7
Phenylalanin gkg TS 13,9 18,3 21,6 14,1 18,8 241
Histidin gkg TS 12,0 15,4 15,5 10,9 171 20,8
Lysin gkg TS 21,6 28,3 33,6 20,9 29,6 36,5
Arginin gkg TS 17,3 24,9 30,5 15,4 23,6 31,2
Prolin gkg TS 16,1 25,0 30,3 15,9 17,3 23,4
Methionin gkg TS 6,29 8,77 10,1 5,74 9,86 11,6
Cystein gkg TS 6,47 7,67 8,93 6,63 8,75 10,4
Hydroxyprolin gkg TS 3,76 8,45 9,44 2,56 3,76 4,45

"Proteingehalt der Versuchsfuttermittel 2Trockensubstanz
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4.2 Gesundheitszustand der Tiere

Eine Katze musste wahrend der ersten Versuchshalfte krankheitsbedingt gegen ein anderes
Tier ausgetauscht werden (Pallack et al, 2017; 2018). Die Erkrankung war nicht auf die
Studie oder die eingesetzten Versuchsfuttermittel zurlickzufihren (Pallack et al., 2017;
2018). Der Gesundheitszustand der anderen Katzen war wahrend des gesamten

Versuchszeitraums gut und ohne klinische Auffalligkeiten.

4.2.1 Futteraufnahme und Korpermasse der Katzen

In Tabelle 10 sind die durchschnittliche Futteraufnahme und Koérpermasse der Katzen
wahrend der Stoffwechselphasen aufgefiihrt (Pallack et al., 2018). Der Einfluss der
Proteinkonzentration und -qualitdt im Futter auf diese Parameter wird in Tabelle 11
dargestellt (PaRlack et al., 2018). Es konnte fur die durchschnittliche Kdérpermasse eine
geringgradige Zunahme mit steigenden Proteinkonzentrationen im Futter detektiert werden
(P= 0,003; PaBlack et al., 2018). Die Futteraufnahme der Tiere war hdher, wenn die
Futtermittel mit der geringeren Eiweil3qualitat eingesetzt wurden (P = 0,026; Paldlack et al.,
2018).

Tabelle 10: Durchschnittliche Kérpermasse und Futteraufnahme der Katzen (n = 10) bei Einsatz von
Versuchsdiaten mit einer variierenden Proteinkonzentration und -qualitdt (PaRlack et al., 2018);
Mittelwert; gruppenunabhangiger  Standardfehler des Mittelwerts (SEM); die statistische

Datenauswertung in Form von polynomialen Kontrasten wird in Tabelle 11 wiedergegeben.

Geringe Proteinqualitat Hohe Proteinqualitat
36,7%' 450% 561% 362% 43,3% 549% SEM

Kdrpermasse [kg] 4,05 4,30 4,34 4,15 4,19 4,24 0,16
Futteraufnahme

55,3 58,1 54,2 48,1 50,4 56,7 1,53
[9/kg KM?/d?]

"Proteingehalt der Versuchsfuttermittel 2Kérpermasse 3Tag
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Tabelle 11: Darstellung der ermittelten polynomialen Kontraste fir die durchschnittliche Kérpermasse und Futteraufnahme der Katzen (n = 10) bei Einsatz von

Versuchsdiaten mit einer variierenden Proteinkonzentration und -qualitat (PaRlack et al., 2018; vgl. Tabelle 10)

P-Werte (polynomiale Kontraste)

Protein-
Geringe Proteinqualitat Hohe Proteinqualitat Protein-
Interaktion konzentration
qualitat
Linear Quadratisch Linear Quadratisch Linear Quadratisch
Kdrpermasse [kg] 0,873 - - - - 0,003 0,442 0,783
Futteraufnahme
0,152 - - - - 0,110 0,953 0,026

[g/kg KM'/d?]

Darstellung der polynomialen Kontraste: Bei einer nicht signifikanten Interaktion zwischen der Proteinkonzentration und -qualitat im Futter werden die linearen
und quadratischen Kontraste fir die Proteinkonzentration (Gruppeneffekte fiir beide Eiweilqualitaten) sowie der P-Wert fir die Proteinqualitat im Futter
aufgefiihrt. Bei einer signifikanten Interaktion zwischen der Proteinkonzentration und -qualitdt im Futter werden die linearen und quadratischen Effekte der

Proteinkonzentration einzeln fiir die hohe und geringere EiweiRqualitat im Futter angegeben. 'Kérpermasse  “Tag
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4.2.2 Fakale Rohproteinkonzentration und -exkretion sowie scheinbare
Rohproteinverdaulichkeit

Der Einfluss der Rohproteinkonzentration und -qualitdt im Futter auf die fakale
Rohproteinkonzentration und -exkretion sowie die scheinbare Rohproteinverdaulichkeit bei
Katzen wird in den Tabellen 12 und 13 dargestellt (Pallack et al., 2018). Eine ansteigende
Proteinkonzentration im Futter resultierte in einer hoheren Proteinaufnahme der Katzen pro
Tag (P < 0,001; Tabelle 13). Zudem fiel die Rohproteinaufnahme der Katzen pro Tag bei den
Versuchsfuttermitteln mit einer hohen Proteinqualitat vergleichsweise geringer aus als bei

den Versuchsdiaten mit einer geringen Proteinqualitdt (P = 0,044; Tabelle 13). Ein

steigender Rohproteingehalt im Futter flihrte zu einer Zunahme der Rohproteinkonzentration
im Kot der Katzen (P =0,001) sowie der fakalen Rohproteinexkretion bezogen auf die
Kérpermasse und Tag (P = 0,004; Paldlack et al., 2018). Die scheinbare Verdaulichkeit des
Rohproteins wurde weder durch die Proteinqualitat noch durch die Proteinkonzentration im
Futter beeinflusst (Palllack et al., 2018).

Tabelle 12: Rohproteinaufnahme, fakale Rohproteinkonzentration und -exkretion sowie scheinbare
Verdaulichkeit des Rohproteins bei Katzen (n = 10) bei einer variierenden Proteinkonzentration und -
qualitat im Futter (PaBlack et al., 2018; Mittelwert; gruppenunabhangiger Standardfehler des
Mittelwerts (SEM); die statistische Datenauswertung in Form von polynomialen Kontrasten wird in

Tabelle 13 wiedergegeben.

Geringe Proteinqualitat Hohe Proteinqualitit

36,7%' 450% 561% 362% 433% 549% SEM

Rp?-Aufnahme  [mg/d?] 15.871 20.219 25.723 14.731 17.786 24.244 716
Fakale Rp- [mglg
453 495 460 407 445 480 6,27
Konzentration TSY
Fakale Rp-
[mg/d] 1.617 2.467 2.442 1.623 1.850 2.532 94,5
Ausscheidung
Fakale Rp- [mg/kg
Ausscheidung  KM5/d]

sV Rp® [%] 89,7 87,7 90,7 89,0 89,7 89,5 0,30

423 600 553 418 458 625 20,9

'Proteingehalt der Versuchsfuttermittel 2Rohprotein 3Tag “*Trockensubstanz °Kérpermasse

8scheinbare Verdaulichkeit des Rohproteins
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Tabelle 13: Darstellung der ermittelten polynomialen Kontraste fiir die Rohproteinaufnahme, fakale Rohproteinkonzentration und -exkretion sowie scheinbare
Verdaulichkeit des Rohproteins im Kot von Katzen (n = 10) bei Einsatz von Versuchsdiaten mit einer variierenden Proteinkonzentration und -qualitat (Palllack

et al., 2018; vgl. Tabelle 12)

P-Werte (polynomiale Kontraste)

Geringe Proteinqualitat Hohe Proteinqualitit  Proteinkonzentration Protein-

Interaktion vy
Linear Quadratisch Linear Quadratisch Linear Quadratisch dualitat
Rp'-Aufnahme [mg/d?] 0,574 - - - - < 0,001 0,116 0,044
Fakale Rp-
. [mg/g TS?) - - - - - 0,001 0,407 0,084
Konzentration
Fakale Rp-
_ [mg/d] 0,032 0,015 0,029 0,002 0,209 - - -
Ausscheidung
Fakale Rp-
_ [mg/kg KM*/d] 0,076 - - - - 0,004 0,524 0,609
Ausscheidung
sV Rp® [%] 0,133 - - - - 0,376 0,117 0,943

Darstellung der polynomialen Kontraste: Bei einer nicht signifikanten Interaktion zwischen der Proteinkonzentration und -qualitat im Futter werden die linearen
und quadratischen Kontraste fir die Proteinkonzentration (Gruppeneffekte fiir beide Eiweilqualitaten) sowie der P-Wert fiir die Proteinqualitat im Futter
aufgeflhrt. Bei einer signifikanten Interaktion zwischen der Proteinkonzentration und -qualitdt im Futter werden die linearen und quadratischen Effekte der

Proteinkonzentration einzeln fiir die hohe und geringere Eiweilqualitat im Futter angegeben.  'Rohprotein 2Tag S3Trockensubstanz “Korpermasse

5scheinbare Verdaulichkeit des Rohproteins
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4.3 Quantitative Real-Time PCR (qPCR)

4.3.1 Vorkommen der mittels qPCR detektierten Bakteriengruppen und -spezies
in den Kotproben der Katzen, unabhangig von der eingesetzten
Proteinkonzentration und -qualitat im Futter

Das Vorkommen ausgewahlter Bakteriengruppen und -spezies (3.3.2.4) in den Kotproben
der Katzen, unabhangig von der eingesetzten Proteinkonzentration und -qualitat im Futter,
wird in Tabelle 14 dargestellt. Die Bakteriengruppen Bacteroides/Prevotella/Porphyromonas
sowie das C. coccoides-Cluster XlIVa erreichten Mittelwerte von 10,3 und
9,91 log1o Kopienzahl/g FS und konnten im Kot von allen Tieren nachgewiesen werden.
Ebenfalls hohe Mittelwerte, zwischen 9,11-9,57 logi Kopienzahl/g FS, wurden fir die
Bakteriengruppen Clostridien Cluster | und C. leptum-Cluster IV sowie fur die Spezies C.
perfringens ermittelt. Zudem wurden das Clostridium Cluster |, das C. leptum-Cluster IV
sowie C. perfringens in allen Kotproben (n = 60) der Katzen identifiziert. Weniger haufig
wurden die Bakteriengruppen und -spezies Enterobacteriaceae (n = 53),
E. coli/Hafnia/Shigella (n = 34), C. difficile (n = 56) und Lactobacillus spp. (n = 51), mit
Mittelwerten zwischen 5,31-7,61 logio Kopienzahl/g FS, detektiert. Bifidobacterium spp.
sowie Salmonella spp. wurden in lediglich 23 bzw. 13 der 60 untersuchten Kotproben

festgestellt.

Tabelle 14: Kopienzahl [logio/g FS] der mittels gPCR ermittelten Bakteriengruppen und -spezies im
Kot von Katzen (n = 10), unabhangig von der eingesetzten Proteinkonzentration und -qualitat im
Futter (Mittelwert (Mw) = Standardfehler des Mittelwerts (SEM))

Anzahl positiver

Bakteriengruppe Mw SEM
Proben’

Bacteroides/Prevotella/Porphyromonas 10,3 1+ 0,08 60
Clostridium coccoides-Cluster XIVa 9,91 + 0,08 60
Clostridien Cluster | 9,57 + 0,06 60
Clostridium perfringens 9,31 + 0,05 60
Clostridium leptum-Cluster IV 9,11 + 0,08 60
Enterobacteriaceae 7,56 + 0,06 53
Escherichia coli/Hafnia/Shigella 7,61 +0,13 34
Lactobacillus spp. 7,14 0,17 51
Bifidobacterium spp. 7,00 +0,10 23
Clostridium difficile 5,31 + 0,11 56
Salmonella spp. 4,85 + 0,11 13

1Gesamtanzahl der untersuchten Proben: 60
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4.3.2 Einfluss der Proteinkonzentration und -qualitdit im Futter auf das
Vorkommen der mittels qPCR detektierten Bakteriengruppen und -spezies in
den Kotproben der Katzen

Der Einfluss der Proteinkonzentration und -qualitdt im Futter auf das Vorkommen
ausgewahlter Bakteriengruppen und -spezies (3.3.2.4) in den Kotproben der Katzen wird in
den Tabellen 15 und 16 dargestellt. Eine geringere Eiweilqualitdt im Futter fihrte zu
insgesamt hoheren Kopienzahlen [logio/g FS] des C. coccoides-Clusters XIVa (P = 0,011).
Fur C. difficile konnte ein quadratischer Effekt bei Einsatz der Versuchsdiaten mit der
geringeren Proteinqualitat nachgewiesen werden, wobei die hdochste Kopienzahl bei der
mittleren Proteinkonzentration im Futter vorlag (P = 0,005). Dieser Effekt konnte bei einer
hoéheren Proteinqualitat in den Versuchsdiaten nicht beobachtet werden (P = 0,435).

Wie in Tabelle 15 deutlich wird, wurden einige Bakteriengruppen nicht in allen Kotproben der
Katzen detektiert. Zudem war die Anzahl positiver Proben fir die E. coli/Hafnia/Shigella-
Gruppe sowie fir Bifidobacterium spp. und Salmonella spp. zu gering, um eine statistische

Datenauswertung durchfiihren zu koénnen.
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Tabelle 15: Kopienzahl [log1o/g FS] der mittels gPCR ermittelten Bakteriengruppen und -spezies im Kot von Katzen (n = 10) bei Einsatz von Versuchsdiaten
mit einer variierenden Proteinkonzentration und -qualitat (Mittelwert; gruppenunabhangiger Standardfehler des Mittelwerts (SEM); die statistische

Datenauswertung in Form von polynomialen Kontrasten wird in Tabelle 16 wiedergegeben.

Geringe Proteinqualitat Hohe Proteinqualitat SEM

36,7 %' 45,0 % 56,1 % 36,2 % 43,3 % 54,9 %
Bacteroides/Prevotella/Porphyromonas 10,5 (10)* 10,8 (10) 10,2 (10) 10,2 (10) 9,83 (10) 10,1 (10) 0,08
Clostridium coccoides-Cluster XIVa 10,0 (10) 10,4 (10) 9,91 (10) 9,68 (10) 9,61 (10) 9,86 (10) 0,08
Clostridien Cluster | 9,51 (10) 9,95 (10) 9,57 (10) 9,35 (10) 9,48 (10) 9,55 (10) 0,06
Clostridium perfringens 9,25 (10) 9,54 (10) 9,32 (10) 9,15 (10) 9,33 (10) 9,28 (10) 0,05
Clostridium leptum-Cluster IV 9,36 (10) 9,60 (10) 9,10 (10) 8,97 (10) 8,71 (10) 8,93 (10) 0,08
Enterobacteriaceae 7,74 (10) 7,84 (10) 7,31 (8 7,36 (8 7,50 (8 7,52 (9) 0,06
Escherichia coli/Hafnia/Shigella 8,16 (8 815 (5) 691 (3) 724 (8 761 4) 724 (6) 0,13
Lactobacillus spp. 798 (8) 6,76 (9) 647 (9 735 (8 7,31 (10) 7,07 (7) 0,7
Bifidobacterium spp. 763 @3) 7,21 (5 6,72 (6) 690 (4) 682 (2) 6,84 (3) 0,10
Clostridium difficile 462 (9) 5,75 (10) 536 (8) 5,64 (10) 517 (9) 5,27 (10) 0,11
Salmonella spp. - (1) 5,04 (6) 4,74 (2) - (1) - (1) 466 (2) 0,11

"Proteingehalt der Versuchsfuttermittel 2Anzahl positiver Proben

48



Ergebnisse

Tabelle 16: Darstellung der ermittelten polynomialen Kontraste fiir die detektierte Kopienzahl der Bakteriengruppen und -spezies im Kot von Katzen bei

Einsatz von Versuchsdiaten mit einer variierenden Proteinkonzentration und -qualitat (vgl. Tabelle 15)

P-Werte (polynomiale Kontraste)

Geringe Proteinqualitat Hohe Proteinqualitat Proteinkonzentration Protein-
Interaktion . ;
Linear Quadratisch  Linear  Quadratisch Linear  Quadratisch qualitat n
Bacteroides/Prevotella/ 10
0,016 0,114 0,119 0,829 0,174 - - -
Porphyromonas
Clostridium coccoides- 10
0,105 - - - - 0,801 0,488 0,011
Cluster XIVa
Clostridien Cluster | 0,217 - - - - 0,266 0,104 0,068 10
Clostridium perfringens 0,605 - - - - 0,308 0,079 0,215 10
Clostridium leptum- 10
0,032 0,166 0,111 0,842 0,317 - - -
Cluster IV
Enterobacteriaceae 0,151 - - - - 0,776 0,113 0,112 6
Escherichia coli/ -
Hafnia/Shigella?
Lactobacillus spp. 0,394 - - - - 0,429 0,849 0,509 3
Bifidobacterium spp.2 - - - - - - - - -
Clostridium difficile 0,010 0,209 0,005 0,357 0,435 - - - 7/8/93

Salmonella spp.2 - - - - - - - - -

Darstellung der polynomialen Kontraste: Bei einer nicht signifikanten Interaktion zwischen der Proteinkonzentration und -qualitdt im Futter werden die linearen und
quadratischen Kontraste fiir die Proteinkonzentration (Gruppeneffekte fir beide EiweilRqualitaten) sowie der P-Wert fir die Proteinqualitat im Futter aufgefiihrt. Bei einer
signifikanten Interaktion zwischen der Proteinkonzentration und -qualitat im Futter werden die linearen und quadratischen Effekte der Proteinkonzentration einzeln fir die hohe
und geringere Eiwei3qualitat im Futter angegeben. 'Anzahl giiltiger Falle  2Berechnung polynomialer Kontraste nicht méglich. 3Fir die Berechnung der Interaktion
ergaben sich 7 glltige Falle, fur die Berechnung des linearen und quadratischen Effekts der geringen Proteinqualitat ergaben sich 8 und fiir den linearen und quadratischen
Effekt der hohen Proteinqualitat ergaben sich 9 glltige Falle.
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4.4 MPCR und Agarose-Gelelektrophorese
Die qualitative Analyse der in der MPCR generierten PCR-Produkte zeigen die Agarosegele

in den Abbildungen 2 und 3. In Tabelle 17 werden die unabhangig von der eingesetzten
Proteinkonzentration und -qualitdt im Futter vorgefundenen Pathogenitatsgene in den
Kotproben der Katzen aufgeflihrt. Hierbei traten das Pathogenitatsgen fas A mit etwa 52 %
sowie das fed A-Gen mit ca. 38 % am haufigsten auf. Das est-/I-Gen konnte in ca. 32 % der
Proben nachgewiesen werden, wohingegen das est-lb-Gen mit einer Haufigkeit von lediglich
17 % auftrat. Zu etwa 5 % trat das Gen fan in den untersuchten Kotproben auf. Das
Pathogenitatsgen elt-IA sowie die Pathogenitdtsgene fae G und fimf41a konnten im Kot der
Katzen qualitativ nicht nachgewiesen werden. Die Tabelle 18 zeigt die detektierten
Pathogenitatsgene im Kot der Katzen in Abhangigkeit von den eingesetzten

Versuchsfuttermitteln.
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Abbildung 2: Aufnahme des Gels der Kotproben 1-32 zur Darstellung der

15

untersuchten

Pathogenitatsgene; L= DNA-Marker von 1000 Bp—100 Bp, K1-K6 = E. coli Stdmme als Positiv- bzw.
Negativkontrolle; K1 = Negativkontrolle (E. coli-Stamm DSM 2840); K2 = PS37, K3 = PS79; K4 =

PS90, K5 = IMT203/7, K6 = O138:F18

51



Ergebnisse

1000 Bp . , 1000 Bp

2
500 Bp * = 500 Bp

200 Bp

e L L I Ter—pp—
Probennummer:

L 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 L 43 44 45 46 47 48 L

200 Bp

1000 Bp s . «. 1000 Bp

500 Bp s — w500 Bp

200 Bp 200 Bp

-M

Probennummer:

L 49 50 51 52 53 54 65 56 57 58 L 59 60 61 K1 K2 K3 K4 K5 K6 L

Abbildung 3: Aufnahme des Gels der Kotproben 33-61 zur Darstellung der untersuchten
Pathogenitatsgene; L= DNA-Marker von 1000 Bp—100 Bp, K1-K6 = E. coli Stdmme als Positiv- bzw.
Negativkontrolle; K1 = Negativkontrolle (E. coli-Stamm DSM 2840); K2 = PS37, K3 = PS79; K4 =
PS90, K5 = IMT 203/7, K6 = O138:F18
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Tabelle 17: Vorkommen von Escherichia coli-Pathogenitatsgenen in den Kotproben (n = 60) der

Katzen, unabhangig von der eingesetzten Proteinkonzentration und -qualitat im Futter

Pathogenitatsgen Vorkommen in % (Anzahl positiver Proben)
fas A 51,7 (31)
fed A 38,3 (23)
est-Il 31,7 (16)
est-1b 16,7 (10)
fan 5,00 (3)

elt-1A 0 (0)
fae G 0 (0)

fimf41a 0 (0)

Tabelle 18: Vorkommen von Escherichia coli-Pathogenitatsgenen in den Kotproben (n = 10) der

Katzen in Abhangigkeit von der eingesetzten Proteinkonzentration und -qualitat im Futter

Geringe Proteinqualitat Hohe Proteinqualitat
36,7 %! 45,0 % 56,1% 36,2% 43,3 % 54,9 %
Pathogenititsgen Vorkommen in % (Anzahl positiver Proben)
fas A 50 (5) 70 (7) 50 (5) 60 (6) 40 (4) 40 (4)
fed A 40 (4) 60 (6) 50 (5) 20 (2) 20 (2) 40 (4)
est-l 10 (1) 50 (5) 50 (5) 40 (4) 10 (1) 30 (3)
est-Ib 10 (1) 40 (4) 20 (2) 20 (2) 0 (0) 10 (1)
fan 10 (1) 10 (1) 0 (0) 0 (0) 10 (1) 0(0)
elt-IA 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
fae G 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
fimf41 a 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

Proteingehalt der Versuchsfuttermittel

4.5 Next Generation Sequencing (lllumina®)

4.5.1 Relatives Vorkommen bakterieller Phyla im Kot von Katzen, unabhangig
von der eingesetzten Proteinkonzentration und -qualitat im Futter

Die unabhangig von der eingesetzten Proteinkonzentration und -qualitat im Futter
vorgefundenen bakteriellen Phyla in den Kotproben der Katzen werden in Tabelle 19
aufgefuhrt. Den groBten relativen Anteil nahm das Phylum Firmicutes mit rund 79 % ein. Es
folgten die Phyla Bacteroidetes (7,63 %), Actinobacteria (6,55 %) sowie Fusobacteria
(4,46 %). Das Vorkommen weiterer detektierter Phyla in den Kotproben der Katzen war mit

Werten unter 1 % gering. In den 60 untersuchten Kotproben der Katzen konnten stets die
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Phyla Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, Fusobacteria und Proteobacteria identifiziert
werden. Dagegen wurde lediglich in 13 Kotproben das Phylum Synergistetes sowie nur in 2

Kotproben das Phylum Chlamydiae detektiert.

Tabelle 19: Relatives Vorkommen [%] bakterieller Phyla im Kot von Katzen (n = 10), unabhangig von
der eingesetzten Proteinkonzentration und -qualitdt im Futter (Mittelwert (Mw) + Standardfehler des
Mittelwerts (SEM))

Phylum Mw SEM Anzahl positiver Proben'
Firmicutes 78,7 +1,12 60
Bacteroidetes 7,63 +0,79 60
Actinobacteria 6,55 + 0,50 60
Fusobacteria 446 + 0,62 60
Bacteria? 1,79 +0,33 60
Proteobacteria 0,89 +0,16 60
Chlamydiae 0,04 + 0,03 2
Nicht zugeordnete 0,02 + 0,00 17

Sequenzen

Synergistetes 0,01 + 0,00 13

'Gesamtanzahl der untersuchten Proben: 60 (= 6 Kotproben pro Katze) 2nicht  weiter  klassifizierte

Domaéane

4.5.2 Relatives Vorkommen bakterieller Familien sowie Genera im Kot von
Katzen, unabhdngig von der eingesetzten Proteinkonzentration und -qualitat im
Futter

Eine Darstellung der Bakteriengenera im Kot der Katzen, welche unabhangig von der
eingesetzten Proteinkonzentration und -qualitat im Futter vorgefunden wurden, liefert Tabelle
20. Dabei nahmen die Bakteriengenera Clostridium (20,3 %) und Blautia (17,4 %) sowie die
Familie der Peptostreptcoccaceae (12,5 %) den grofdten Anteil ein. Die Mehrzahl der
Bakteriengenera, welche in den Kotproben der Katzen mittels der lllumina®-Sequenzierung

identifiziert wurden, lag unter 1 %.
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Tabelle 20: Relatives Vorkommen [%] bakterieller Genera im Kot von Katzen (n = 10), unabhangig von der eingesetzten Proteinkonzentration und -qualitat im
Futter (Mittelwert (Mw) + Standardfehler des Mittelwerts (SEM))

Bakteriengruppe Mw SEM Anzahl positiver Proben’
Clostridium 20,3 +1,22 60
Blautia 17,4 +1,10 60
Peptostreptococcaceae? 12,5 + 0,86 60
Prevotella 4,60 + 0,62 60
Collinsella 4,54 +0,37 60
Fusobacterium 4,46 + 0,62 60
Eubacterium 3,82 +0,34 60
Robinsoniella 3,22 + 0,36 60
Roseburia 3,00 + 0,36 59
Selenomonas 2,70 + 0,22 55
Erysipelotrichaceae? 2,66 +0,36 60
Bacteroides 2,41 + 0,29 58
Atopobium 2,23 +0,28 20
Bacteria? 1,79 +0,33 60
Ruminococcus 1,60 + 0,16 59
Faecalibacterium 1,32 +0,15 60
Alkaliphilus 1,26 +0,34 59
Lactococcus 1,09 +0,25 45
Butyricicoccus 1,06 +0,10 58
Gordonibacter 1,01 + 0,21 60

'Gesamtanzahl der untersuchten Proben: 60 (= 6 Kotproben pro Katze) 2 nicht weiter klassifizierte Bakterienklasse, -ordnung oder -familie
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Fortsetzung Tabelle 20: Relatives Vorkommen [%] bakterieller Genera im Kot von Katzen (n = 10), unabhangig von der eingesetzten Proteinkonzentration und
-qualitat im Futter (Mittelwert (Mw) + Standardfehler des Mittelwerts (SEM))

Bakteriengruppe Mw SEM Anzahl positiver Proben’
Peptococcus 0,99 0,14 48
Ethanoligenens 0,94 0,10 60
Erysipelothrix 0,91 0,14 33
Vagococcus 0,87 0,74 32
Hespiella 0,86 +0,20 46
Leuconostoc 0,76 +0,30 25
Clostridiales? 0,76 +0,12 59
Peptostreptococcus 0,67 +0,43 39
Anaerobiospirillum 0,59 +0,13 49
Butyrivibrio 0,58 + 0,09 58
Raoultella 0,57 +0,33 10
Lachnospiraceae? 0,48 +0,11 39
Phascolarctobacterium 0,43 + 0,07 60
Bacillus 0,32 +0,17 41
Oxobacter 0,28 0,15 12
Megamonas 0,27 0,12 35
Enterococcus 0,27 + 0,07 54
Campylobacter 0,25 +0,20 16
Parabacteroides 0,22 + 0,04 55
Porphyromonas 0,22 +0,02 56

'Gesamtanzahl der untersuchten Proben: 60 (= 6 Kotproben pro Katze) 2 nicht weiter klassifizierte Bakterienklasse, -ordnung oder -familie
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Fortsetzung Tabelle 20: Relatives Vorkommen [%] bakterieller Genera im Kot von Katzen (n = 10), unabhangig von der eingesetzten Proteinkonzentration und
-qualitat im Futter (Mittelwert (Mw) + Standardfehler des Mittelwerts (SEM))

Bakteriengruppe Mw SEM Anzahl positiver Proben’
Alistipes 0,21 + 0,11 37
Anaerostipes 0,20 + 0,08 14
Helicobacter 0,20 + 0,05 32
Cellulosilyticum 0,19 + 0,05 31
Odoribacter 0,16 + 0,02 54
Desulfovibrio 0,15 + 0,03 12
Slackia 0,14 + 0,06 49
Ureibacillus 0,13 + 0,08 20
Ruminococcaceae? 0,12 + 0,02 56
Propionibacterium 0,11 + 0,05 12
Corynebacterium 0,11 + 0,09 23
Dialister 0,10 10,02 47
Cryptobacterium 0,05 + 0,01 14
Veillonella 0,05 + 0,01 17
Carnobacterium 0,04 + 0,01 10
Arthrobacter 0,04 1+ 0,01 20
Paraprevotella 0,04 1+ 0,01 33
Betaproteobacteria? 0,02 + 0,00 26
Anaplasma 0,02 + 0,00 33
Nicht zugeordnete Sequenzen 0,02 + 0,00 18
Pyramidobacter 0,01 + 0,00 12

1Gesamtanzahl der untersuchten Proben: 60 (= 6 Kotproben pro Katze) 2nicht weiter klassifizierte Bakterienklasse, -ordnung oder -familie
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4.5.3 Einfluss der Proteinkonzentration und -qualitdt im Futter auf das
Vorkommen bakterieller Phyla und Genera im Kot von Katzen

4.5.3.1 Bakterielle Phyla

Die Untersuchung von fltterungsabhangigen Effekten (Tabellen 21 und 22) auf das
Vorkommen bakterieller Phyla im Kot der Katzen konnte einen hdheren Anteil an Firmicutes
(P < 0,001) sowie einen geringeren Anteil an Bacteroidetes (P = 0,008) bei Einsatz der
Versuchsdiaten mit einer hohen Eiweil3qualitdt aufzeigen (Tabelle 22). Fur das Phylum
Fusobacteria konnte sowohl ein linearer Effekt der Proteinkonzentration (P = 0,006) als auch
ein Einfluss der Proteinqualitat (P = 0,040) im Futter festgestellt werden. So fihrten
steigende Proteingehalte in den Versuchsdiaten zu einem Anstieg des relativen Anteils an
Fusobacteria im Kot der Katzen. Zudem wurden hohere Anteile an Fusobacteria im Kot der
Katzen bei Einsatz der Futtermittel mit einer geringeren Proteinqualitat nachgewiesen. Eine
Interaktion zwischen der Proteinkonzentration und -qualitdt im Futter wurde fir das
Vorkommen von Proteobacteria im Kot der Katzen vorgefunden (P = 0,039). So wurden bei
Einsatz der Versuchsfuttermittel mit der geringeren Eiweil3qualitat die héchsten Anteile sowie
bei Futterung der Versuchsdiaten mit der hdheren Eiweil3qualitat die geringsten Anteile an
Proteobacteria im Kot ermittelt, wenn gleichzeitig eine mittlere Proteinkonzentration im Futter
vorlag (quadratischer Effekt; P = 0,032 und P = 0,022). Kein futterungsassoziierter Einfluss
konnte fir das Phylum Actinobacteria sowie fur nicht weiter klassifizierte Bacteria ermittelt
werden. Aufgrund einer zu geringen Detektionsfrequenz konnte fir das Phylum

Synergistetes keine fltterungsabhangige Auswertung vorgenommen werden.
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Tabelle 21: Anteil bakterieller Phyla [%] im Kot von Katzen (n = 10) bei einer variierenden Proteinkonzentration und -qualitdt im Futter
(Mittelwert; gruppenunabhangiger Standardfehler des Mittelwerts (SEM)); die statistische Datenauswertung in Form von polynomialen Kontrasten wird in

Tabelle 22 wiedergegeben.

Geringe Proteinqualitat Hohe Proteinqualitat

36,7 %' 45,0 % 56,1 % 36,2 % 43,3 % 54,9 % SEM

Firmicutes 79,8 (10> 711 (10) 751 (10) 825 (10) 84,3 (10) 79,2 (10) 1,12
Bacteroidetes 8,47 (10) 139 (10) 6,80 (10) 6,46 (10) 4,83 (10) 534 (10) 0,79
Actinobacteria 768 (10) 3,87 (100 8,15 (10) 5,75 (10) 6,94 (10) 6,93 (10) 0,50
Fusobacteria 222 (10) 59 (10) 796 (10) 2,09 (10) 2,65 (10) 5,90 (10) 0,62
Bacteria® 1,27 (10) 3,49 (10) 1,57 (10) 2,09 ((10) 0,91 (10) 1,41 (10) 0,33
Proteobacteria 0,57 (10) 1,67 (10) 0,38 (10) 1,14 (10) 0,33 (10) 1,23 (10) 0,16
Synergistetes - (1) 0,01 (2) 0,01 (2) 0,01 (3) - (1) 0,01 (4) 0,00

"Proteingehalt der Versuchsfuttermittel 2Anzahl positiver Proben 3nicht weiter klassifizierte Domane
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Tabelle 22: Darstellung der ermittelten polynomialen Kontraste flir den Anteil bakterieller Phyla [%] im Kot von Katzen bei Einsatz von Versuchsdiaten mit

einer variierenden Proteinkonzentration und -qualitat (vgl. Tabelle 21)

P-Werte (polynomiale Kontraste)

Geringe Proteinqualitat Hohe Proteinqualitat Proteinkonzentration
Interaktion Proteinqualitat

Linear Quadratisch Linear Quadratisch Linear Quadratisch n'
Firmicutes 0,102 - - - - 0,092 0,633 0,000 10
Bacteroidetes 0,169 - - - - 0,205 0,104 0,008 10
Actinobacteria 0,138 - - - - 0,429 0,168 0,979 10
Fusobacteria 0,422 - - - - 0,006 0,881 0,040 10
Bacteria® 0,064 - - - - 0,800 0,497 0,366 10
Proteobacteria 0,039 0,540 0,032 0,913 0,022 - - - 10

Synergistetes® - - - - - - - - -

Darstellung der polynomialen Kontraste: Bei einer nicht signifikanten Interaktion zwischen der Proteinkonzentration und -qualitat im Futter werden die linearen
und quadratischen Kontraste fir die Proteinkonzentration (Gruppeneffekte fiir beide EiweiRqualitaten) sowie der P-Wert fiir die Proteinqualitat im Futter
aufgefiihrt. Bei einer signifikanten Interaktion zwischen der Proteinkonzentration und -qualitat im Futter werden die linearen und quadratischen Effekte der
Proteinkonzentration einzeln fiir die hohe und geringere Eiweilqualitat im Futter angegeben.  'Anzahl giiltiger Falle 2nicht weiter klassifizierte Domane

3Berechnung polynomialer Kontraste nicht moglich.
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4.5.3.2 Bakterielle Genera

Fir das Vorkommen bakterieller Genera im Kot der Katzen wurde ebenfalls ein Einfluss der
Proteinkonzentration und -qualitat im Futter nachgewiesen (Tabellen 23 und 24). So nahmen
die relativen Anteile von Prevotella im Kot mit steigenden Proteingehalten im Futter ab
(P=0,011) und waren zudem bei einer geringeren Eiwei3qualitdt in den Versuchsdiaten
héher als bei einer hohen EiweilRqualitdt im Futter (P = 0,011). Auch fur das Genus
Fusobacterium wurden hoéhere Anteile im Kot der Katzen nachgewiesen, wenn die
Versuchsfuttermittel mit der geringeren Proteinqualitat eingesetzt wurden (P = 0,039). Im
Gegensatz zu den beobachteten Effekten bei Prevotella nahm der prozentuale Anteil an
Fusobacterium im Kot bei steigenden Proteingehalten im Futter allerdings zu (P = 0,006).
Fiar das Genus Robinsoniella konnte eine Interaktion zwischen der Proteinkonzentration und
-qualitat im Futter ermittelt werden (P = 0,031). Wahrend bei Einsatz der Versuchsdiaten mit
der geringeren Proteinqualitat ein linearer Anstieg an Robinsoniella im Kot der Katzen mit
steigenden Proteingehalten im Futter detektiert wurde (P = 0,003), lagen bei Fltterung der
Diaten mit der hohen Proteinqualitdt die geringsten Anteile an Robinsoniella im Kot vor,
wenn das Futter mit der héchsten Proteinkonzentration bei den Katzen eingesetzt wurde
(P =0,044).

Steigende Proteingehalte im Futter fuhrten zu insgesamt héheren Anteilen an Bacteroides
(P=0,020) und Parabacteroides (P = 0,029) sowie zu geringeren Anteilen an
Faecalibacterium (P = 0,001) und Phascolarctobacterium (P = 0,004) im Kot der Katzen. Fur
Ethanoligenens wurden bei Einsatz der Versuchsdiaten mit der geringeren Proteinqualitat
hohere Anteile im Kot der Katzen als bei der Futterung der Diaten mit der hohen
Proteinqualitat nachgewiesen (P = 0,015).

Wie in Tabelle 23 dargestellt, konnten einige Bakteriengenera nicht in allen Kotproben der
Katzen nachgewiesen werden. Zudem war eine statistische Datenauswertung fir die
Bakteriengenera Atopobium, Leuconostoc, Desulfovibrio, Megamonas, Anaerosptipes,
Raoultella, Bacillus, Cryptobacterium, Propionibacteruim, Ureibacillus, Veillonella,
Arthrobacter, Carnobacterium, Oxobacter, Alistipes, Peptostreptococcus, Vagococcus,
Campylobacter, Anaplasma, Corynebacterium und Pyramidobacter sowie fur die
Bakterienfamilie der Lachnospiraceae und fir die Klasse der Betaproteobacteria aufgrund
eines zu geringen Vorkommens dieser Bakteriengruppen in den Kotproben der Katzen nicht

maoglich.
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Tabelle 23: Anteil bakterieller Genera [%] im Kot von Katzen (n

10) bei einer variierenden Proteinkonzentration und -qualitdt im Futter

(Mittelwert; gruppenunabhangiger Standardfehler des Mittelwerts (SEM)); die statistische Datenauswertung in Form von polynomialen Kontrasten wird in

Tabelle 24 wiedergegeben.

Geringe Proteinqualitat

Hohe Proteinqualitat

36,7 %' 45,0 % 56,1 % 36,2 % 43,3 % 54,9 % SEM

Clostridium 17,6 (10)? 21,6 (10) 16,2 (10) 21,2 (10) 25,3 (10) 19,7 (10) 1,22
Blautia 20,7 (10) 14,8 (10) 13,0 (10) 19,1 (10) 19,0 (10) 17,4 (10) 1,10
Peptostreptococcaceae’® 10,0 (10) 9,30 (10) 13,8 (10) 12,5 (10) 14,2 (10) 15,4 (10) 0,86
Prevotella 6,99 (10) 9,36 (10) 2,87 (10) 3,81 (10) 2,91 (10) 1,63 (10) 0,62
Collinsella 5,32 (10) 2,64 (10) 5,05 (10) 4,45 (10) 4,59 (10) 5,21 (10) 0,37
Fusobacterium 2,22 (10) 5,96 (10) 7,96 (10) 2,09 (10) 2,65 (10) 5,90 (10) 0,62
Eubacterium 3,95 (10) 4,10 (10) 5,11 (10) 2,66 (10) 2,75 (10) 4,36 (10) 0,34
Robinsoniella 1,98 (10) 2,50 (10) 5,12 (10) 3,64 (10) 4,11 (10) 1,96 (10) 0,36
Roseburia 2,30 (10) 3,19 (10) 3,66 (10) 2,98 (10) 2,75 (9) 3,10 (10) 0,36
Selemonas 2,82 (8) 2,46 (10) 2,91 9) 2,39 (10) 2,62 (8) 3,04 (10) 0,22
Erysipelothrichaceae?® 6,09 (10) 1,86 (10) 1,73 (10) 3,16 (10) 1,57 (10) 1,56 (10) 0,36
Bacteroides 1,10 (10) 3,49 (10) 3,18 (10) 2,13 (10) 1,76 (8) 2,67 (10) 0,29
Atopobium 3,29 (3) 1,29 (3) 3,23 (5) 1,67 (3) 1,76 (3) 1,45 (3) 0,28
Bacteria® 1,27 (10) 3,49 (10) 1,57 (10) 2,09 (10) 0,91 (10) 1,41 (10) 0,33
Ruminococcus 1,61 (10) 1,48 (10) 1,75 (10) 1,13 (10) 1,84 9) 1,79 (10) 0,16
Faecalibacterium 2,44 (10) 1,18 (10) 0,95 (10) 2,00 (10) 0,82 (10) 0,53 (10) 0,15
Alkaliphilus 1,52 (10) 0,97 (10) 1,15 (10) 0,42 9) 2,76 (10) 0,69 (10) 0,34
Lactococcus 0,61 (6) 0,19 (7) 1,17 (7) 1,23 (8) 2,39 (8) 0,75 (9) 0,25

"Proteingehalt der Versuchsfuttermittel 2Anzahl positiver Proben 3nicht weiter klassifizierte Domane, Bakterienklasse, -ordnung oder -familie
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Fortsetzung Tabelle 23: Anteil bakterieller Genera [%] im Kot von Katzen (n

= 10) bei einer variierenden Proteinkonzentration und -qualitat im Futter

(Mittelwert; gruppenunabhangiger Standardfehler des Mittelwerts (SEM)); die statistische Datenauswertung in Form von polynomialen Kontrasten wird in

Tabelle 24 wiedergegeben.

Geringe Proteinqualitét

Hohe Proteinqualitat

36,7 %' 45,0 % 56,1 % 36,2 % 43,3 % 54,9 % SEM

Butyricicoccus 1,12 (10)? 1,08 9) 1,59 (10) 0,78 (9) 0,88 (10) 0,89 (10) 0,10
Gordonibacter 1,18 (10) 0,70 (10) 1,16 (10) 0,43 (10) 1,71 (10) 0,86 (10) 0,21
Peptococcus 0,49 (6) 0,77 (6) 1,17 9) 1,22 9) 0,94 (10) 1,15 (8) 0,14
Ethanoligenens 0,96 (10) 1,19 (10) 1,63 (10) 0,56 (10) 0,34 (10) 0,93 (10) 0,10
Erysipelothrix 1,35 (6) 0,83 (4) 0,87 (7) 0,66 (6) 1,23 (5) 0,46 (5) 0,14
Vagococcus 0,03 (6) 0,19 (2) 0,73 (3) 0,07 (7) 0,05 (8) 4,04 (6) 0,74
Hespellia 0,61 (7) 0,87 (6) 1,35 (10) 1,53 (8) 0,16 (8) 0,46 (7) 0,20
Leuconostoc 0,88 (6) - (1) 0,05 (3) 0,53 (6) 0,68 (6) 2,08 (3) 0,30
Clostridiales? 1,00 9) 0,95 (10) 0,69 (10) 0,76 (10) 0,56 (10) 0,64 (10) 0,12
Peptostreptococcus 1,53 (5) 0,23 (8) 0,13 (6) 2,19 (7) 0,03 (7) 0,09 (6) 0,43
Anaerobiospirillum 0,46 (8) 1,12 (10) 0,30 9) 0,70 (8) 0,27 (6) 0,53 (8) 0,13
Butyrivibrio 0,51 (10) 0,55 (10) 0,48 (10) 0,88 9) 0,72 9) 0,36 (10) 0,09
Raoultella - ()] - (1) - (1) 1,62 (2) 0,15 4) - (1) 0,33
Lachnospiraceae?® 0,17 (6) 0,96 (7) 0,34 (8) 0,71 (5) 0,29 (8) 0,48 (5) 0,11
Phascolarctobacterium 0,68 (10) 0,60 (10) 0,33 (10) 0,54 (10) 0,20 (10) 0,24 (10) 0,07
Bacillus 0,40 (6) 0,23 (5) 0,05 (7) 0,88 (8) 0,05 9) 0,27 (6) 0,17
Oxobacter - 0) - (1) 0,02 (2) 0,06 (5) 0,11 (2) 0,69 (2) 0,15
Megamonas 0,76 (7) 0,29 (8) 0,11 (6) 0,06 (6) 0,10 4) 0,10 (4) 0,12

"Proteingehalt der Versuchsfuttermittel 2Anzahl positiver Proben 3nicht weiter klassifizierte Domane, Bakterienklasse, -ordnung oder -familie
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Fortsetzung Tabelle 23: Anteil bakterieller Genera [%] im Kot von Katzen (n

= 10) bei einer variierenden Proteinkonzentration und -qualitat im Futter

(Mittelwert; gruppenunabhangiger Standardfehler des Mittelwerts (SEM)); die statistische Datenauswertung in Form von polynomialen Kontrasten wird in

Tabelle 24 wiedergegeben.

Geringe Proteinqualitét

Hohe Proteinqualitat

36,7 %' 45,0 % 56,1 % 36,2 % 43,3 % 54,9 % SEM

Enterococcus 0,19 (9)? 0,28 (10) 0,14 (10) 0,40 (10) 0,10 9) 0,61 (6) 0,07
Campylobacter 0,02 2) 0,68 (5) 0,13 (3) 0,05 (3) 0,01 (2) - (1) 0,20
Parabacteroides 0,11 (10) 0,32 (10) 0,19 (10) 0,22 9) 0,21 (7) 0,28 (9) 0,04
Porphyromonas 0,15 (10) 0,24 (10) 0,25 (10) 0,16 (10) 0,24 (7) 0,28 (9) 0,02
Alistipes 0,04 (5) 0,23 (7) 0,13 9) 0,03 (5) 0,03 (5) 0,72 (6) 0,11
Anaerostipes 0,05 2) 0,07 (2) 0,48 (3) 0,06 (4) 0,27 (3) - (0) 0,08
Helicobacter 0,15 (6) 0,31 (6) 0,14 (4) 0,31 (6) 0,16 4) 0,08 (6) 0,05
Cellulosilyticum 0,07 (5) 0,14 (4) 0,09 (7) 0,44 (5) 0,16 (4) 0,24 (6) 0,05
Odoribacter 0,07 (10) 0,25 (10) 0,17 (10) 0,13 9) 0,19 9) 0,15 (6) 0,02
Desulfovibrio 0,16 (3) - (0) 0,11 (3) 0,08 (2) - (1) 0,24 (3) 0,03
Slackia 0,05 (8) 0,03 (8) 0,23 (10) 0,38 (8) 0,04 (7) 0,10 (8) 0,06
Ureibacillus 0,09 (3) 0,06 (5) 0,05 (3) 0,43 (4) 0,02 (4) - (1) 0,08
Ruminococcaceae® 0,09 (10) 0,13 (10) 0,12 (10) 0,12 (10) 0,10 (7) 0,17 (9) 0,02
Propionibacterium 0,05 (2) 0,22 (2) 0,04 (3) - (1) 0,04 (3) - (1) 0,05
Corynebacterium 0,02 (3) - (1) 0,01 3) 0,01 (6) 0,01 4) 0,37 (6) 0,09
Dialister 0,20 (8) 0,09 9) 0,07 (10) 0,06 (10) 0,05 (7) 0,16 (3) 0,02
Cryptobacterium 0,04 (4) - (1) 0,08 (4) - (1) 0,03 (2) 0,02 (2) 0,01

"Proteingehalt der Versuchsfuttermittel 2Anzahl positiver Proben 3nicht weiter klassifizierte Domane, Bakterienklasse, -ordnung oder -familie
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Fortsetzung Tabelle 23: Anteil bakterieller Genera [%] im Kot von Katzen (n

= 10) bei einer variierenden Proteinkonzentration und -qualitat im Futter

(Mittelwert; gruppenunabhangiger Standardfehler des Mittelwerts (SEM)); die statistische Datenauswertung in Form von polynomialen Kontrasten wird in

Tabelle 24 wiedergegeben.

Veillonella
Carnobacterium
Arthrobacter
Paraprevotella
Betaproteobacteria®
Anaplasma
Nicht zugeordnet

Pyramidobacter

Geringe Proteinqualitét

Hohe Proteinqualitat

36,7 %" 45,0 % 56,1 % 36,2 % 43,3 % 54,9 % SEM
0,06 (42 004 (3 005 (@) 006 (2 003 (2 002 (2) 0,01
0,05 3) - (1) - (1) - (1) 004 (2 003 (2) 0,01
0,07 ) 0,05  (4) - (1) 003 (5) 003 (5 005 (4 0,01
0,06 (5) 004 (7)) 002 () 004 (6) 003 (5 003 (4 0,01
0,05 (5) 002 (2 003 (3 0,01 6) 004 (5 002 (5 0,00
0,02 (7) 002 (7) 0,01 @4 004  (6) 0,01 @) 002 (5 0,00
0,01 4) 0,04  (3) - (1) - (1) 0,01 6) 002  (3) 0,00

- (0) 0,01 2) 0,01 2) 0,01 3) - (1) 0,01 4) 0,00

"Proteingehalt der Versuchsfuttermittel 2Anzahl positiver Proben 3nicht weiter klassifizierte Domane, Bakterienklasse, -ordnung oder -familie
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Tabelle 24: Darstellung der ermittelten polynomialen Kontraste flir den relativen Anteil bakterieller Genera [%] im Kot von Katzen bei Einsatz von

Versuchsdiaten mit einer variierenden Proteinkonzentration und -qualitat (vgl. Tabelle 23)

P-Werte (polynomiale Kontraste)

Geringe Proteinqualitat Hohe Proteinqualitit  Proteinkonzentration

Interaktion Proteinqualitat
Linear Quadratisch Linear Quadratisch Linear Quadratisch n'
Clostridium 0,988 - - - - 0,587 0,133 0,142 10
Blautia 0,489 - - - - 0,070 0,704 0,247 10
Peptostreptococcaceae? 0,647 - - - - 0,097 0,555 0,089 10
Collinsella 0,277 - - - - 0,788 0,165 0,513 10
Prevotella 0,160 - - - - 0,011 0,064 0,011 10
Eubacterium 0,855 - - - - 0,138 0,447 0,119 10
Fusobacterium 0,422 - - - - 0,006 0,881 0,039 10
Selenomonas 0,454 - - - - 0,746 0,434 0,979 5
Robinsoniella 0,031 0,003 0,240 0,044 0,368 - - - 10
Roseburia 0,738 - - - - 0,463 0,863 0,570 9
Bacteroides 0,289 - - - - 0,020 0,320 0,475 8
Erysipelothrichaceae? 0,178 - - - - 0,002 0,011 0,111 10

Darstellung der polynomialen Kontraste: Bei einer nicht signifikanten Interaktion zwischen der Proteinkonzentration und -qualitat im Futter werden die linearen
und quadratischen Kontraste fiir die Proteinkonzentration (Gruppeneffekte fir beide Eiweilqualititen) sowie der P-Wert fur die Proteinqualitat im Futter
aufgefiihrt. Bei einer signifikanten Interaktion zwischen der Proteinkonzentration und -qualitat im Futter werden die linearen und quadratischen Effekte der
Proteinkonzentration einzeln flr die hohe und geringere Eiweiqualitat im Futter angegeben. 'Anzahl glltiger Falle  2nicht weiter klassifizierte Domane,

Bakterienklasse, -ordnung oder -familie

66



Ergebnisse

Fortsetzung Tabelle 24: Darstellung der ermittelten polynomialen Kontraste fir den relativen Anteil bakterieller Genera [%] im Kot von Katzen bei Einsatz von

Versuchsdiaten mit einer variierenden Proteinkonzentration und -qualitat (vgl. Tabelle 23)

P-Werte (polynomiale Kontraste)

Geringe Proteinqualitat Hohe Proteinqualitit  Proteinkonzentration

Interaktion Proteinqualitat
Linear = Quadratisch Linear Quadratisch Linear Quadratisch n'
Ruminococcus 0,584 - - - - 0,355 0,720 0,679 9
Faecalibacterium 0,960 - - - - 0,001 0,119 0,166 10
Bacteria® 0,064 - - - - 0,800 0,497 0,366 10
Butyricicoccus 0,071 - - - - 0,110 0,539 0,099 8
Peptococcus 0,910 - - - - 0,702 0,759 0,443 2
Ethanoligenens 0,434 - - - - 0,056 0,087 0,015 10
Erysipelothrix 0,388 - - - - 0,966 0,925 0,334 2
Alkaliphilus 0,285 - - - - 0,900 0,495 0,904 9
Clostridiales? 0,770 - - - - 0,660 0,978 0,224 9
Butyrivibrio 0,611 - - - - 0,258 0,704 0,507 9
Gordonibacter 0,263 - - - - 0,711 0,516 0,965 10
Hespiella 0,147 - - - - 0,808 0,107 0,634 4
Anaerobiospirillum 0,264 - - - - 0,181 0,380 0,135 5

Darstellung der polynomialen Kontraste: Bei einer nicht signifikanten Interaktion zwischen der Proteinkonzentration und -qualitat im Futter werden die linearen
und quadratischen Kontraste fiir die Proteinkonzentration (Gruppeneffekte fiir beide Eiweilqualitaten) sowie der P-Wert fir die Proteinqualitat im Futter
aufgeflhrt. Bei einer signifikanten Interaktion zwischen der Proteinkonzentration und -qualitdt im Futter werden die linearen und quadratischen Effekte der
Proteinkonzentration einzeln firr die hohe und geringere EiweiRqualitét im Futter angegeben.  'Anzahl giiltiger Félle  2nicht weiter klassifizierte Doméne,
Bakterienklasse, -ordnung oder -familie
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Fortsetzung Tabelle 24: Darstellung der ermittelten polynomialen Kontraste fir den relativen Anteil bakterieller Genera [%] im Kot von Katzen bei Einsatz von

Versuchsdiaten mit einer variierenden Proteinkonzentration und -qualitat (vgl. Tabelle 23)

P-Werte (polynomiale Kontraste)

Geringe Proteinqualitat Hohe Proteinqualitat  Proteinkonzentration

Interaktion Proteinqualitat
Linear Quadratisch Linear Quadratisch Linear Quadratisch n'
Lactococcus 0,554 - - - - 0,231 0,143 0,908 2
Phascolarctobacterium 0,513 - - - - 0,004 0,767 0,183 10
Porphyromonas 0,928 - - - - 0,128 0,692 0,716 6
Parabacteroides 0,649 - - - - 0,029 0,167 0,537 5
Odoribacter 0,630 - - - - 0,365 0,282 0,984 6
Enterococcus 0,389 - - - - 0,719 0,524 0,559 5
Helicobacter 0,774 - - - - 0,704 0,098 0,275 2
Cellulosilyticum 0,706 - - - - 0,926 0,656 0,266 2
Ruminococcaceae? 0,506 - - - - 0,164 0,644 0,752 6
Dialister 0,739 - - - - 0,505 0,591 0,754 2
Slackia 0,380 - - - - 0,413 0,369 0,408 3
Paraprevotella 0,314 0,264 0,531 0,378 2

Darstellung der polynomialen Kontraste: Bei einer nicht signifikanten Interaktion zwischen der Proteinkonzentration und -qualitat im Futter werden die linearen
und quadratischen Kontraste fir die Proteinkonzentration (Gruppeneffekte fir beide Eiweillqualititen) sowie der P-Wert fur die Proteinqualitat im Futter
aufgefiihrt. Bei einer signifikanten Interaktion zwischen der Proteinkonzentration und -qualitat im Futter werden die linearen und quadratischen Effekte der
Proteinkonzentration einzeln fir die hohe und geringere EiweiRqualitét im Futter angegeben. 'Anzahl gliltiger Falle  2nicht weiter klassifizierte Doméne,
Bakterienklasse, -ordnung oder -familie
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4.5.4 Okologische Indizes

Die Betrachtung der dkologischen Indizes der fakalen Mikrobiota der Katzen ergab flir den
CHAO1- und Shannon-Weaver-Index keine Unterschiede zwischen den Futterungsgruppen
(Tabellen 25 und 26). Die Evenness war bei Einsatz der Versuchsdiaten mit der hohen

EiweiRqualitat geringer als bei der Futterung der Didten mit der geringeren Eiweil3qualitat
(P=0,015).
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Tabelle 25: Okologische Indizes der fakalen Mikrobiota von Katzen bei einer variierenden Proteinkonzentration und -qualitit im Futter
(Mittelwert; gruppenunabhangiger Standardfehler des Mittelwerts (SEM)); die statistische Datenauswertung in Form von polynomialen Kontrasten wird in

Tabelle 26 wiedergegeben.

Geringe Proteinqualitat Hohe Proteinqualitat
36,7 %' 45,0 % 56,1 % 36,2 % 43,3 % 54,9 % SEM
CHAO1-
ind 21.022 (10>  26.030 (10) 24.986 (10) 30.118 (10) 23.655 (9) 26.396 (10) 1.396
ndex
Shannon-
Weaver- 4,68 (10) 4,81 (10) 4,79 (10) 4,80 (10) 4,55 (9) 4,72 (10) 0,04
Index

Evenness 0,56 (10) 0,56 (10) 0,55 (10) 0,54 (10) 053 (9 0,55 (10) 0,00

"Proteingehalt der Versuchsfuttermittel 2Anzahl giiltiger Falle
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Tabelle 26: Okologische Indizes der fakalen Mikrobiota von Katzen bei einer variierenden Proteinkonzentration und -qualitét im Futter (vgl. Tabelle 25)

P-Werte (polynomiale Kontraste)

Geringe Proteinqualitat Hohe Proteinqualitat Proteinkonzentration
Interaktion Proteinqualitat
Linear Quadratisch Linear Quadratisch Linear  Quadratisch n?
CHAO1-
0,091 - - - - 0,805 0,801 0,197 9
Index
Shannon-
Weaver- 0,179 - - - - 0,993 0,433 0,526 9
Index
Evenness 0,597 - - - - 0,707 0,401 0,015 9

Darstellung der polynomialen Kontraste: Bei einer nicht signifikanten Interaktion zwischen der Proteinkonzentration und -qualitat im Futter werden die linearen
und quadratischen Kontraste fiir die Proteinkonzentration (Gruppeneffekte fir beide Eiweillqualititen) sowie der P-Wert fur die Proteinqualitat im Futter
aufgefiihrt. Bei einer signifikanten Interaktion zwischen der Proteinkonzentration und -qualitat im Futter werden die linearen und quadratischen Effekte der

Proteinkonzentration einzeln fiir die hohe und geringere Eiweilqualitat im Futter angegeben. 'Proteingehalt der Versuchsfuttermittel 2Anzahl gltiger Falle
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4.6 Bakterielle Metaboliten

Die Bestimmung bakterieller Metaboliten im Kot der Katzen ergab einige Unterschiede in
Abhangigkeit von der Proteinkonzentration, nicht jedoch von der Proteinqualitat im Futter
(Tabellen 27 und 28). So konnte eine Zunahme der Konzentrationen an Ammonium
(P=0,030), i-Valeriansaure (P = 0,043) und n-Valeriansdure (P = 0,020) im Kot mit
steigenden Proteingehalten im Futter beobachtet werden. Bezogen auf den Gesamtgehalt
der kurzkettigen Fettsauren konnte eine Abnahme an Propionsaure (%) (P < 0,001) sowie
eine Zunahme an n-Valeriansaure (%) (P = 0,033) im Kot der Katzen mit steigenden
Proteinkonzentrationen in den Versuchsdiaten aufgezeigt werden (Tabellen 27 und 28).

Die Konzentrationen an Histamin (P = 0,024) und Cadaverin (P = 0,025) sowie der
Gesamtgehalt an biogenen Aminen im Kot (P = 0,017) nahmen mit steigenden

Proteingehalten im Futter ab.
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Tabelle 27: Gehalt bakterieller Metaboliten im Kot von Katzen (n = 10) bei einer variierenden
Proteinkonzentration und -qualitat im Futter (Mittelwert; gruppenunabhangiger Standardfehler des

Mittelwerts (SEM)); die statistische Datenauswertung in Form von polynomialen Kontrasten wird in

Tabelle 28 wiedergegeben.

Geringe Proteinqualitat

Hohe Proteinqualitit

SEM
Einheit 36,7%' 450% 56,1% 362% 43,3% 549%
Ammonium [umol/g uS?] 48,3 541 75,3 47,7 52,5 75,2 3,64
L-Laktat [umol/g uS] 0,25 0,17 0,13 0,12 0,12 0,20 0,02
D-Laktat [umol/g uS] 0,03 0,01 0,02 0,01 0,02 0,01 0,00
Essigsaure [umol/g uS] 54,9 60,6 77,3 59,7 60,3 71,5 4,45
Propionsaure [umol/g uS] 21,3 21,5 23,2 24,3 20,9 23,0 1,26
i-Buttersaure [umol/g uS] 3,63 4,06 4,28 3,66 3,84 5,01 0,21
n-Buttersaure [umol/g uS] 13,3 14,5 15,0 13,6 12,8 15,2 0,71
i-Valeriansaure [umol/g uS] 6,62 7,35 8,43 6,62 6,94 9,12 0,35
n-Valeriansaure [umol/g uS] 5,14 6,23 6,80 4.86 5,33 6,83 0,28
Gesamtfettsauren [umol/g uS] 105 114 135 113 110 131 6,74
Putrescin [umol/g uS] 0,34 0,19 0,34 0,96 0,19 0,11 0,08
Histamin [umol/g uS] 0,53 0,25 0,08 0,24 0,18 0,12 0,04
Cadaverin [umol/g uS] 2,17 2,12 1,41 2,48 1,80 0,93 0,20
Spermidin [umol/g uS] 0,36 0,33 0,33 0,45 0,39 0,32 0,02
Tyramin [umol/g uS] 0,08 0,15 0,06 0,08 0,08 0,11 0,02
Spermin [umol/g uS] 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,00
Gesamtamine [umol/g uS] 3,50 3,06 2,23 4,22 2,66 1,60 0,30
oL [relativer
Essigsaure 49,7 52,1 54,7 51,1 53,1 52,8 1,08
Anteil in %]
L [relativer
Propionsaure 20,3 19,0 17,5 21,4 18,7 17,6 0,29
Anteil in %]
} [relativer
i-Buttersaure 3,65 3,64 3,37 3,46 3,75 4,02 0,12
Anteil in %]
[relativer
n-Buttersaure 14,1 13,0 11,9 12,9 12,3 12,5 0,56
Anteil in %]
) L [relativer
i-Valeriansaure 6,91 6,65 6,84 6,45 6,87 7,50 0,27
Anteil in %]
o [relativer
n-Valeriansaure 5,30 5,67 5,69 4,66 5,29 5,65 0,23
Anteil in %]

"Proteingehalt der Versuchsfuttermittel 2urspriingliche Substanz
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Tabelle 28: Darstellung der ermittelten polynomialen Kontraste fiir den Gehalt bakterieller Metaboliten im Kot von Katzen bei Einsatz von Versuchsdiaten mit

einer variierenden Proteinkonzentration und -qualitat (vgl. Tabelle 27)

P-Werte (polynomiale Kontraste)

Geringe Proteinqualitat Hohe Proteinqualitit Proteinkonzentration
Interaktion Proteinqualitat

Einheit Linear Quadratisch Linear Quadratisch Linear Quadratisch n
Ammonium [umol/g uS?] 0,972 - - - - 0,030 0,086 0,906 10
L-Laktat [umol/g uS] 0,334 - - - - 0,719 0,316 0,382 10
D-Laktat [umol/g uS] 0,536 - - - - 0,691 0,732 0,415 10
Essigséaure [umol/g uS] 0,809 - - - - 0,086 0,335 0,971 10
Propionsaure [umol/g uS] 0,674 - - - - 0,909 0,309 0,843 10
i-Buttersaure [umol/g uS] 0,485 - - - - 0,089 0,522 0,674 10
n-Buttersdure [umol/g uS] 0,679 - - - - 0,249 0,675 0,844 10
i-Valeriansaure [umol/g uS] 0,630 - - - - 0,043 0,242 0,869 10
n-Valeriansaure [umol/g uS] 0,656 - - - - 0,020 0,777 0,602 10
Gesamtfettsduren  [umol/g uS] 0,831 - - - - 0,108 0,329 0,992 10
Putrescin [umol/g uS] 0,145 - - - - 0,056 0,098 0,258 10
Histamin [umol/g uS] 0,088 - - - - 0,024 0,367 0,118 10

Darstellung der polynomialen Kontraste: Bei einer nicht signifikanten Interaktion zwischen der Proteinkonzentration und -qualitat im Futter werden die linearen
und quadratischen Kontraste fiir die Proteinkonzentration (Gruppeneffekte fiir beide Eiweiqualitaten) sowie der P-Wert fiir die Proteinqualitat im Futter
aufgeflihrt. Bei einer signifikanten Interaktion zwischen der Proteinkonzentration und -qualitdt im Futter werden die linearen und quadratischen Effekte der

Proteinkonzentration einzeln fir die hohe und geringere EiweiRqualitat im Futter angegeben.  'Anzahl gliltiger Falle 2urspriingliche Substanz
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Fortsetzung Tabelle 28: Darstellung der ermittelten polynomialen Kontraste flir den Gehalt bakterieller Metaboliten im Kot von Katzen bei Einsatz von

Versuchsdiaten mit einer variierenden Proteinkonzentration und -qualitat (vgl. Tabelle 27)

P-Werte (polynomiale Kontraste)

Geringe Proteinqualitat Hohe Proteinqualitit Proteinkonzentration
Interaktion Proteinqualitat

Einheit Linear Quadratisch Linear Quadratisch Linear Quadratisch n
Cadaverin [umol/g uS?] 0,619 - - - - 0,025 0,471 0,529 10
Spermidin [umol/g uS] 0,605 - - - - 0,165 0,997 0,345 10
Tyramin [umol/g uS] 0,523 - - - - 0,871 0,565 0,955 10
Spermin [umol/g uS] 0,985 - - - - 0,558 0,426 0,181 10
Gesamtamine [umol/g uS] 0,512 - - - - 0,017 0,945 0,768 10
Essigsaure [relativer Anteil in %] 0,765 - - - - 0,143 0,726 0,917 10
Propionséaure [relativer Anteil in %] 0,378 - - - - < 0,001 0,319 0,391 10
i-Buttersaure [relativer Anteil in %] 0,149 - - - - 0,572 0,685 0,422 10
n-Buttersdure [relativer Anteil in %] 0,838 - - - - 0,322 0,817 0,473 10
i-Valeriansdure  [relativer Anteil in %] 0,520 - - - - 0,287 0,637 0,801 10
n-Valeriansaure [relativer Anteil in %] 0,850 - - - - 0,033 0,601 0,126 10

Darstellung der polynomialen Kontraste: Bei einer nicht signifikanten Interaktion zwischen der Proteinkonzentration und -qualitat im Futter werden die linearen
und quadratischen Kontraste fir die Proteinkonzentration (Gruppeneffekte fir beide Eiweilqualitdten) sowie der P-Wert fur die Proteinqualitat im Futter
aufgefiihrt. Bei einer signifikanten Interaktion zwischen der Proteinkonzentration und -qualitat im Futter werden die linearen und quadratischen Effekte der

Proteinkonzentration einzeln firr die hohe und geringere EiweiRqualitat im Futter angegeben.  'Anzahl gliltiger Falle 2urspriingliche Substanz
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5 Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss des Proteingehalts sowie der
Proteinqualitat im Futter auf die Zusammensetzung und Stoffwechselaktivitat der Mikrobiota
im Kot von Katzen zu untersuchen. Hintergrund dieser Untersuchung war die Hypothese,
dass insbesondere peptidolytische Bakterien im Dickdarm von Katzen durch einen hohen
Proteingehalt sowie eine geringere Proteinqualitat im Futter geférdert werden und auf diese
Weise mdglicherweise ein Ungleichgewicht in der Zusammensetzung der intestinalen
Mikrobiota hervorgerufen wird. Die bakterielle Gemeinschaft im Kot der Tiere wurde anhand
molekularbiologischer Methoden untersucht, welche qualitative und auch quantitative
Angaben zum Vorhandensein ausgewahlter Bakteriengruppen erlaubten. Dazu wurde die
Zusammensetzung der fakalen Mikrobiota von Katzen fltterungsunabhangig und in
Abhangigkeit von diatetischen Effekten betrachtet. In diesem Zusammenhang erfolgte
zudem aufgrund des zoonotischen Potenzials die Untersuchung des Katzenkots auf das
Vorkommen pathogener E. coli mithife eines qualitativen Nachweises von
Pathogenitatsfaktoren bzw. Pathogenitatsgenen dieses Bakteriums. Die Bestimmung
ausgewahlter bakterieller Metaboliten in den Kotproben der Katzen ermoglichte schlielich
eine Einschatzung der Stoffwechselaktivitat der intestinalen Mikrobiota. Hierflr wurden vor
allem die Konzentrationen an Ammonium sowie an kurzkettigen Fettsguren in Kot der Katzen
ermittelt, da insbesondere die verzweigtkettigen Fettsduren Ruickschlisse auf die
peptidolytische Aktivitdt der intestinalen Mikrobiota zulassen (Macfarlane et al., 1986;
Blachier et al., 2007; Macfarlane und Macfarlane, 2012; Scott et al., 2015).

5.1 Kritik der Methode

5.1.1 Versuchsbedingungen

Far die vorliegende Studie wurde ein randomisiertes lateinisches Quadrat als Studiendesign
gewahlt, indem alle Versuchsfuttermittel zeitgleich bei den Katzen eingesetzt wurden. Somit
konnten mogliche Umwelteinflisse sowie der Einfluss tierspezifischer Unterschiede auf die
Untersuchungsparameter ausgeschlossen werden.

Insgesamt  wurden die  Versuchsfuttermittel in  sechs  aufeinanderfolgenden
Futterungsperioden eingesetzt. Im Laufe der ersten Versuchshélfte musste eine Katze
krankheitsbedingt durch ein anderes Tier ersetzt werden (Paldlack et al., 2017; 2018). Die
Erkrankung stand hierbei in keinem Zusammenhang mit dem Versuch bzw. den
Versuchsfuttermitteln (PaBlack et al, 2017; 2018). Fir die statistische Auswertung wurden
die Daten von beiden Tieren zusammengefasst, um die Anzahl glltiger Falle zu erhéhen.

Dies ist bei der Interpretation der Ergebnisse zu berlcksichtigen, da die mikrobielle
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Zusammensetzung im Kot gewissen individuellen Schwankungen unterliegt (Desai et al.,
2009; Ritchie et al., 2010; Minamoto et al., 2012).

Fur jede Versuchsdiat wurde eine Futterungsperiode von sechs Wochen vorgesehen. Da
Bermingham et al. (2011) Veranderungen in der Zusammensetzung der fakalen Mikrobiota
von Katzen bereits nach einer flinfwéchigen Fltterungsphase beobachten konnten, kann in
der vorliegenden Studie von einer ausreichend langen Versuchsdauer zur Detektion von
futterungsassoziierten Unterschieden ausgegangen werden.

Die Bewertung der Proteinqualitat in den Versuchsdiaten erfolgte anhand des Gehalts an
bindegewebsreichen Rohmaterialien in den Futtermitteln. Als Marker diente die
Konzentration der Aminosaure Hydroxyprolin, da diese mit dem Bindegewebsanteil im Futter
korreliert (Colgrave et al., 2012) und nach Messia und Marconi (2012) als Qualitatsindex
herangezogen werden kann. Obgleich gewisse Uberschneidungen im Hydroxyprolingehalt
zwischen den einzelnen Versuchsfuttermitteln vorlagen, wurde durch den variierenden Anteil
an bindegewebsreichen Rohmaterialien ein stets hoherer Hydroxyprolingehalt in den
Futtermitteln mit der geringeren Eiweil3qualitét erzielt, wenn die jeweiligen Futtermittel mit
dem ahnlichen Proteingehalt miteinander verglichen wurden (Paflack et al, 2018) . Demnach
konnte der mégliche Einfluss einer variierenden EiweilRqualitat im Futter auf mikrobiologische
Parameter im Kot von Katzen adaquat evaluiert werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde auf die Untersuchung von Digestaproben verzichtet, sodass
die Ermittlung von  mikrobiologischen = Parametern sowie der scheinbaren
Rohproteinverdaulichkeit ausschlieSlich aus Kotproben von Katzen erfolgte. Eine
Ubertragung der ermittelten Zusammensetzung und metabolischen Aktivitat der fakalen
Mikrobiota auf die Verhaltnisse im Intestinaltrakt von Katzen ist nicht uneingeschrankt
mdglich. Ebenso sollte hinsichtlich der ermittelten scheinbaren Rohproteinverdaulichkeit
bericksichtigt werden, dass einerseits mikrobielle Fermentationsprozesse und andererseits
endogene Sekretionsvorgange Abweichungen im Vergleich zur wahren
Rohproteinverdaulichkeit bedingen (Kamphues et al., 2014).

Die Kotsammlung erfolgte aus versuchstechnischen Griinden zweimal am Tag (6:30 Uhr und
12:30 Uhr), sodass Proben von Tieren, die spater am Tag Kot absetzten, erst am
darauffolgenden Tag eingesammelt wurden. Ein Einfluss dieses Umstands auf die
untersuchten Parameter kann aufgrund von mdglichen mikrobiellen Umsetzungen in den
Kotproben vor der anschlieRenden Lagerung bei -80 °C nicht ausgeschlossen werden und
sollte folglich bei der Interpretation der Ergebnisse berlicksichtigt werden. Jedoch konnte
eine Untersuchung bei Katzen zeigen, dass die Lagerung von Kotproben bei
Raumtemperatur Uber einen Zeitraum von bis 96 Stunden keine Auswirkungen auf die
Zusammensetzung sowie bakterielle Diversitat der fakalen Mikrobiota hatte (Tal et al., 2017).

Lediglich geringe Auswirkungen auf die Zusammensetzung der fakalen Mikrobiota konnte
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eine Untersuchung aus der Humanmedizin zeigen, in welcher Stuhlproben gesunder
Patienten bei Raumtemperatur Uber einen Zeitraum von 24 Stunden, gelagert und

anschliefend untersucht wurden (Carroll et al., 2012).

5.1.2 Untersuchungsmethoden

5.1.2.1 DNA-Extraktion und quantitative Real-Time PCR

Um den Einfluss der Futterung auf einzelne, ausgewahlte Bakteriengruppen
(Bacteroides/Prevotella/Porphyromonas, Bifidobacterium spp., Clostridien Cluster |, C.
leptum-Cluster IV (Cluster nach Collins et al. (1994)), C. coccoides-Cluster XlIVa,
Enterobacteriaceae, E. coli/Hafnia/Shigella, Lactobacillus spp., Salmonella spp.) sowie
Bakterienspezies (C. perfringens, C. difficile) im Kot von Katzen zu untersuchen, wurde das
Verfahren der quantitativen Real-Time PCR angewandt.

Grundsatzlich ist zu berlcksichtigen, dass die Aussagekraft bzw. Préazision dieses
quantitativen Nachweisverfahrens bakterieller Nukleinsduresequenzen variieren kann. So
kénnen PCR-Inhibitoren den Aufschluss der Zellen bereits bei dem Prozess der Extraktion
bakterieller DNA negativ beeinflussen, den Abbau einzelner Nukleinsduren verursachen, zu
einer Hemmung der Aktivitat der Taq DNA-Polymerase (Wilson, 1997; Kontanis und Reed,
2006) oder zu einer Aktivitatsreduktion des fur die PCR verwendeten Fluoreszenzfarbstoffs
(Abu Al-Soud und Radstrom, 2000) fihren. Als PCR-Inhibitoren im Kot fungieren zum
Beispiel komplexe Polysaccharide (Monteiro et al., 1997) sowie Gallensauren, Zelldetritus
oder bakterielle Proteasen (Wilson, 1997). Vor diesem Hintergrund wurde fiir die Extraktion
bakterieller DNA aus dem Kot der Katzen ein Kit (QIAamp® DNA Stool Mini Kit; QIAGEN
GmbH) verwendet (3.3.2.1). Dennoch konnte aufgrund einer sichtbaren Triibung der DNA-
Extrakte sowie des Ergebnisses der Test-gPCR in Kombination mit den ermittelten DNA-
Gehalten in den Extrakten auf verbliebene PCR-Inhibitoren in den Proben geschlossen
werden.

Bei der Test-qPCR fihrte die 1:10-Verdlinnung der DNA-Extrakte zu einer Steigerung der
Effizienz der Amplifikation. Daher kann vermutet werden, dass diese Verdiinnung zum einen
im Verhaltnis geringere Konzentrationen an inhibierenden Substanzen enthielt als der
ursprungliche DNA-Extrakt. Zum anderen lagen in dieser 1:10-Verdlinnung ausreichende
bakterielle DNA-Konzentrationen vor, um die in dieser Arbeit ausgewahlten PCR-Produkte
mittels quantitativer Real-Time PCR generieren und detektieren zu kénnen. Es ist jedoch
moglich, dass aufgrund der Probenverdinnung die Gensequenzen bestimmter
Bakteriengruppen unterhalb der Detektionsgrenze der qPCR lagen, falls diese bereits im

Ausgangsextrakt in geringen Konzentrationen vorhanden waren.
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Aufgrund der Tatsache, dass in der vorliegenden Arbeit in den unverdiinnten DNA-Extrakten
noch PCR-Inhibitoren enthalten waren, wurde ein weiteres kommerzielles Extraktionskit
verwendet (3.3.2.5). Die sichtbare Tribung konnte hierdurch beseitigt werden. Allerdings ist
zu erwahnen, dass, bedingt durch diese weiteren Bearbeitungsschritte, die DNA-
Konzentration in den so aufbereiteten DNA-Extrakten im Vergleich zu der Konzentration in
den urspriinglichen DNA-Extrakten reduziert war. Somit ist es moglich, dass Gensequenzen
von bestimmten Bakteriengruppen, die in den urspringlichen DNA-Extrakten bereits in

geringer Zahl vorlagen, wahrend des Aufbereitungsprozesses entfernt wurden.

5.1.2.2 MPCR und Agarose-Gelelektrophorese

Aufgrund der Methodik der MPCR besteht die Problematik, dass die Reaktionsbedingungen
nicht fur alle in dieser Studie eingesetzten Primer optimal sind, sodass es mdglich ist, dass
einzelne Gene weniger gut amplifiziert werden (Pass et al., 2000). Mittels des verwendeten
Verfahrens erfolgte ein qualitativer Nachweis von E. coli-Pathogenitatsfaktoren in den
Kotproben der Katzen, eine quantitative Bestimmung war mit dieser Methode hingegen nicht
mdglich. Zudem ist zu erwahnen, dass die untersuchten Pathogenitatsgene, mit Ausnahme
von fimf41a (F41), auf Plasmiden codiert sind (Nagy und Fekete, 1999). Plasmide kénnen
Uber horizontalen Gentransfer tbertragen werden, sodass die Mdglichkeit besteht, dass in
einem Bakterium mehrere Plasmide enthalten sind (Valentin-Weigand, 2011), wodurch

wiederum die quantitative Bestimmung pathogener E. coli erschwert werden kann.

5.1.2.3 lllumina®-Sequenzierung

Fir die vorliegende Studie wurde ein ,Next Generation Sequencing“ gewahlt. Mithilfe der
Analyse des 16S rRNA-Gens kénnen Bakterien hierbei auf Genusebene identifiziert werden
(Clarridge, 2004; Wang et al., 2007; Kim und Isaacson, 2015). In der vorliegenden Arbeit
wurden die hypervariablen Regionen V3-V4 des 16S rRNA-Gens sequenziert, welche
einzeln oder in Kombination in unterschiedlichen Studien ebenfalls Anwendung fanden (Liu
et al., 2007; Wang et al., 2007; Liu et al., 2008; Claesson et al., 2009; 2010; Yarza et al.,
2014). Allgemein wird jedoch laut Hamady und Knight (2009) keine Region als Goldstandard
praferiert. Die lllumina®-Sequenzierung hat sich gegenliber anderen Methoden zur Analyse
von Bakteriengemeinschaften besonders wegen der vergleichbar geringen Kosten
durchgesetzt (Liu et al., 2012; Loman et al., 2012b; Schloss et al., 2016). Es ist allerdings
anzumerken, dass die lllumina®-Sequenzierung aufgrund der geringen analysierten
Sequenzlange (max. 250 Bp) in Kombination mit den Primern der V3-V4 Region nur auf
Genus-Ebene sichere Ergebnisse liefert (Cai et al.,, 2013; Schloss et al., 2016). Andere
Methoden, wie die 454-Pyrosequnezierung, lon-Torrent oder Gerate der Firma Pacific

Bioscience (Menlo Park, Kalifornien, USA), sind in der Lage, langere Sequenzen zu
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analysieren (bis 1000 Bp) (Di Bella et al., 2013; Schloss et al., 2016). Hierdurch kénnen
bakterielle Gemeinschaften bis auf die Ebene der Spezies analysiert werden, wobei dies
jedoch abhangig von der verwendeten Datenbank und des Probematerials ist (Schloss et al.,
2016). Dennoch kénnen Veranderungen in der Zusammensetzung der Mikrobiota mit der
lllumina®-Sequenzierung erfasst werden, da die Sequenzen so unterschiedlich sind, dass sie
als sogenannte ,operational taxonomic units® (OTU) gewertet werden (Chen et al., 2013; Di
Bella et al., 2013). Dies kann man nutzen, um o6kologische Indizes, wie Diversitat oder
Evenness, zu ermitteln (Chen et al., 2013; Di Bella et al., 2013; Cole et al., 2014).

Grundséatzlich ist es bei Sequenzierungsmethoden, welche auf der Analyse des 16S rRNA-
Gens basieren, mdglich, dass bestimmte Bakteriengenera mit guanin- und cytosinreichen
Regionen im Genom aufgrund einer ungenligenden Dissoziation der DNA-Stréange
unzureichend detektiert werden (Suau et al., 1999; Ritchie et al., 2008; 2010; Suchodolski et
al., 2008). In der vorliegenden Arbeit wurde zusatzlich eine qPCR mit einem Primer fur
Bifidobacterium spp. durchgeflihrt, da dieses Genus guanin- und cytosinreiche Regionen im
Genom aufweist (Suchodolski et al., 2008). Neben der lllumina®-Sequenzierung existieren
weitere ,Next Generation Sequencing“-Verfahren, wie beispielsweise die
Pyrosequenzierung. Bei diesem Verfahren werden die jeweiligen Nukleotide bei dem Einbau
in die DNA durch Aussendung eines Lichtimpulses detektiert (Kircher und Kelso, 2010). Bei
dieser Methode besteht jedoch die Gefahr, dass zum einen im DNA-Strang identische,
aufeinanderfolgende Basen nicht als einzelnes Signal erfasst werden und dies so zu
Deletionen flhrt (Di Bella et al., 2013). Zum anderen kdnnen diese Ungenauigkeiten in der
Signalerfassung auch Insertionen in der Basenabfolge verursachen (Di Bella et al., 2013),
wodurch wiederum die Messergebnisse beeinflusst werden (Kunin et al., 2010). Ein weiteres
Verfahren, welches Wasserstoffionen wahrend des Einbaus in die DNA detektiert und die
damit einhergehende Anderung des pH-Werts erfasst, wird von der Firma Thermo Fisher
Scientific Inc. (Waltham, Massachusetts, USA; lon Personal Genome Maschine (PGM®,
.bench-top“-Sequenziergerat) angeboten (Rusk, 2011; Di Bella et al., 2013). Diese Methode
birgt jedoch ebenfalls den Nachteil méglicher Baseninsertionen oder -deletionen (Loman et
al., 2012a). Bei der lllumina®-Sequenzierung besteht diese Problematik hingegen nicht (Luo
et al.,, 2012). Obwohl diese Technologie ebenfalls methodisch bedingte Bias, wie
Synchronisierungsbias der synthetisierten Einzelstrange, Abfall der Intensitdt des
Lichtsignals aufgrund von Verlusten einzelner DNA-Strange oder zyklusbedingte
Uberlagerungen des Lichtsignals, aufweist (Erlich et al., 2008), halten Luo et al. (2012) die
lllumina®-Sequenzierung flr ein adaquates Verfahren fiir metagenomische Untersuchungen.
Das in der vorliegenden Arbeit genutzte MiSeq-Gerat der Firma lllumina Inc. (San Diego,
Kalifornien, USA) weist gegenliber dem sogenannten ,high-end“-Gerat HiSeq2000 derselben

Firma eine kirzere Laufzeit (Di Bella et al., 2013) sowie eine geringere Datendurchsatzrate
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(Liu et al., 2012) auf. Des Weiteren besitzt das MiSeq-Gerat verglichen mit anderen ,bench-
top“-Sequenziergeraten die geringste Fehlerquote (Di Bella et al., 2013).

Bei der Betrachtung der Ergebnisse der lllumina®-Sequenzierung sollte beriicksichtigt
werden, dass Genera, welche insgesamt weniger als zehnmal in den Kotproben (n = 60)
identifiziert wurden, nicht in die statistische Auswertung der relativen Anteile der Genera je
Metagenom einer jeden Probe miteinbezogen wurden, sodass eine abschlieRende
Bewertung dieser Genera aufgrund des zu geringen Vorkommens nicht mdglich ist.

Bei der Ermittlung der dkologischen Indizes mithilfe der RDP-Pipeline (Cole et al., 2014)
konnte ein Probenmetagenom nicht berlicksichtigt werden, da dieses die maximale Kapazitat
des ,complete linkage clustering“-Tools von 150.000 Sequenzen Uberschritt. Die
entsprechende Probe wies dagegen 235.538 Sequenzen auf.

Bei der statistischen Auswertung der detektierten Bakteriengenera und -gruppen ergaben
sich aufgrund einer geringen Detektionsfrequenz teilweise reduzierte Fallzahlen. Dies sollte

bei den dargestellten Ergebnissen berticksichtigt werden.

5.2 Einfluss einer variierenden Proteinkonzentration und -qualitat im
Futter auf die Futteraufnahme, Korpermasse und scheinbare

Rohproteinverdaulichkeit bei Katzen

In der vorliegenden Studie konnte eine Zunahme der Futteraufnahme sowie der
Korpermasse der Katzen bei hoheren Proteingehalten und vergleichbarem Energiegehalt im
Futter festgestellt werden (Pallack et al, 2018). Salaun et al. (2016) beobachteten ebenfalls
eine hohere Futteraufnahme bei Katzen mit ansteigenden Proteingehalten im Futter. Dies
lasst sich moglicherweise mit einer hoéheren Schmackhaftigkeit von proteinreichen
Futtermitteln (Zaghini und Biagi, 2005) erklaren. Der geringe, jedoch signifikante Anstieg der
Kdérpermasse der Katzen kann im Zusammenhang mit der héheren Futter- und damit
Energieaufnahme bei Einsatz der proteinreichen Diaten betrachtet werden.
Interessanterweise war die Futteraufnahme bei den Katzen héher, wenn die Versuchsdiaten
mit der geringeren Eiwei3qualitat eingesetzt wurden, wohingegen die Kérpermasse der Tiere
von der Proteinqualitat im Futter unbeeinflusst blieb. Dies kénnte auf eine geringere
Energieausnutzung bei Einsatz von Futtermitteln mit einem hoéheren Anteil an
bindegewebsreichen Rohmaterialien und vergleichbarem Energiegehalt hindeuten (Paflack
et al., 2018).

In diesem Zusammenhang sind die Daten zur scheinbaren Rohproteinverdaulichkeit
relevant. Diese war, unabhangig von dem Rohproteingehalt im Futter, in der vorliegenden
Arbeit mit rund 90 % relativ hoch. Andere Autoren, welche ebenfalls Feuchtfuttermittel bei

Katzen einsetzten, ermittelten teilweise vergleichbare Ergebnisse (Radicke (1995): 89 %),
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jedoch grofRtenteils deutlich geringe Werte (Kendall et al. (1982b): 81-83 %; Radicke (1995):
78 %; Bermingham et al. (2013b): 83 %; Kerr et al. (2014c): 84 %).

Die fakale Rohproteinkonzentration und -exkretion nahm entsprechend bei steigenden
Rohproteingehalten im Futter zu (PaBlack et al, 2018). Die scheinbare
Rohproteinverdaulichkeit unterschied sich in der vorliegenden Arbeit allerdings nicht in
Abhangigkeit von der Proteinqualitat im Futter (PaBlack et al., 2018). Dekeyzer (1997)
beobachtete bei Katzen eine hbhere scheinbare Rohproteinverdaulichkeit bei Einsatz von
Diaten mit Rinderherz (79-95 %) als mit Griebenmehl (78-89 %) oder Gefllgelfleischmehl
(73—-83 %). Auch Oldenhage (2003) beschrieb bei Katzen eine hohere scheinbare
Rohproteinvedaulichkeit fur Didten mit Pferdefleisch (89 bzw. 97 %) im Vergleich zu Diaten
mit Griebenmehl (80 bzw. 92 %). Bei der Betrachtung der vorliegenden Ergebnisse sollte
jedoch bericksichtigt werden, dass die scheinbare Proteinverdaulichkeit aufgrund von
endogenen Sekretionsvorgangen und mikrobiellen Fermentationsprozessen im Dickdarm
von der wahren Proteinverdaulichkeit abweicht (Kamphues et al., 2014). Folglich sollte der
fehlende Effekt einer variierenden Proteinkonzentration und -qualitat im Futter auf die

scheinbare Rohproteinverdaulichkeit bei Katzen vorsichtig interpretiert werden.

5.3 Molekularbiologische Untersuchungen

In der vorliegenden Arbeit sollte die Zusammensetzung und metabolische Aktivitat der
fakalen Mikrobiota von Katzen in Abhangigkeit von einer variierenden Proteinkonzentration
und -qualitat im Futter untersucht werden. Daneben wurde das relative Vorkommen bzw. die
Pravalenz einzelner Bakteriengruppen oder -genera im Kot von Katzen jedoch auch
unabhangig von der Fltterung evaluiert, indem die Daten der Gesamtprobenzahl (n = 60)
ausgewertet und mit bestehenden Literaturangaben verglichen wurden. Bei der Betrachtung
dieser Ergebnisse sowie bei dem Vergleich mit anderen Studien sollte folglich beachtet
werden, dass insgesamt sechs Kotproben pro Katze vorlagen und analysiert wurden. Dies
ermdglicht eine Aussage zur Zusammensetzung der fakalen Mikrobiota in Bezug auf die

Gesamtzahl der untersuchten Proben, nicht jedoch in Bezug auf die einzelnen Tiere.

5.3.1 Zusammensetzung der fakalen Mikrobiota, unabhangig von der Fiitterung
5.3.1.1 qPCR-Ergebnisse

Die Auswertung der Ergebnisse der qPCR ergab, dass unabhangig von den eingesetzten
Versuchsfuttermitteln die hdochsten mittleren Kopienzahlen fir die Bakteriengruppen
Bacteroides/Prevotella/Porphyromonas und C. coccoides-Cluster XIVa vorlagen. Es konnte
bereits in friheren Untersuchungen gezeigt werden, dass das C. coccoides-Cluster XIVa im

Kot von Katzen zu groflen Anteilen vorkommt (Ritchie et al., 2010; Handl et al., 2011). Im
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Gegensatz zu den vorliegenden Ergebnissen ermittelten Handl et al. (2011) im Kot von
Katzen fur das Genus Prevotella lediglich einen Anteil von 0,025 % (Median) und fur
Bacteroides von 0 % (Bereich von 0-1,82 %). Ritchie et al. (2010) wiesen im Kot von Katzen
einen Anteil von 1,02 % flr Prevotella und fir Bacteroides einen Anteil von 0,41 % nach. Des
Weiteren wurde in der vorliegenden Arbeit in allen untersuchten Kotproben C. perfringens
detektiert (Mittelwert 9,31 log1o Kopienzahl/g FS). Dieses Bakterium kann im Zusammenhang
mit Erkrankungen des Gastrointestinaltrakts beim Menschen (McClane, 1992; Meer et al.,
1997; Nakamura et al., 2004) und auch bei Tieren stehen, sodass in diesem Kontext auch
bei Hunden und Katzen eine Relevanz diskutiert wird (Bell et al., 2008; Marks et al., 2011;
Queen et al., 2012; Suchodolski et al., 2012; 2015; Minamoto et al., 2014; Busch et al., 2015;
Silva und Lobato, 2015). In der vorliegenden Studie entwickelte jedoch keines der Tiere
Durchfall oder andere Erkrankungen des Gastrointestinaltrakts. Queen et al. (2012)
ermittelten mittels kulturellem Verfahren fur C. perfringens eine Pravalenz von 63 % im Kot
von gesunden Katzen, welche sich nicht von der Pravalenz bei erkrankten Tieren
unterschied. Suchodolski et al. (2015) stellten ebenfalls keine erhéhten Zahlen von C.
perfringens im Kot von Katzen mit Erkrankungen des Gastrointestinaltrakts fest. Dieses
Bakterium scheint daher eher von geringer Relevanz bei gastrointestinalen Erkrankungen bei
Katzen zu sein (Queen et al., 2012; Suchodolski et al., 2015). Diese Vermutung kann durch
die Ergebnisse der vorliegenden Studie weiter abgesichert werden.

In der vorliegenden Studie wurde in 93 % der untersuchten Kotproben C. difficile (Mittelwert:
5,31 log1o Kopienzahl/g FS) nachgewiesen. Dies steht in deutlichem Kontrast zu Ergebnissen
frherer Studien, welche kulturelle Verfahren zum Nachweis von C. difficile nutzten. So
ermittelten Queen et al. (2012) fur C. difficile eine Pravalenz von 0 % im Kot gesunder
Katzen. Weber et al. (1989) wiesen im Kot von Katzen ohne Erkrankungen des
Intestinaltrakts fur C. difficile eine Pravalenz von 9 % nach, wahrend Borriello et al. (1983) fur
C. difficile eine Pravalenz von 30 % im Kot von Katzen feststellten. Es sei darauf
hingewiesen, dass in den Untersuchungen von Weber et al. (1989) und Borriello et al. (1983)
Kotproben von Katzen untersucht wurden, welche aus unterschiedlichen Grinden in
Tierkliniken oder Kleintierpraxen vorgestellt wurden und zudem teilweise eine antibiotische
Behandlung erhielten. Letzteres ist insofern relevant, als Weber et al. (1989) einen
Zusammenhang zwischen einer antibiotischen Behandlung und einer erhéhten Pravalenz
(12 % verglichen zu 6 % ohne Behandlung) von C. difficile im Kot herstellen konnten. Im
Gegensatz zu diesen Studien erfolgte in der vorliegenden Arbeit der Nachweis bakterieller
DNA mittels gPCR. In der Humanmedizin wird die PCR fir den Nachweis toxinogener C.
difficile-Stdamme aufgrund einer hoheren Sensitivitdt gegentber kulturellen Methoden
bevorzugt eingesetzt (Peterson et al., 2011; Jensen et al., 2015). In der vorliegenden Arbeit

wurde nicht untersucht, ob es sich bei den detektierten C. difficile-Stdmmen um toxinogene
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Stamme handelte. Dies ist insofern relevant, als lediglich toxinbildende Stamme
Erkrankungen verursachen kénnen (Marks et al., 2011). Allerdings ist die Bedeutung von C.
difficile im Zusammenhang mit gastrointestinalen Erkrankungen bei der Katze noch nicht
abschlielend geklart (Clooten et al., 2008; Marks et al., 2011).

Far Salmonella spp. konnte eine Pravalenz von knapp 22 % (n = 13) in den untersuchten
Kotproben ermittelt werden. Diese war damit deutlich hoher als zuvor in anderen Studien
beschrieben. So wiesen Sabshin et al. (2012) bei gesunden Katzen lediglich eine Pravalenz
von 4 % fur das Genus Salmonella spp. nach, wahrend Hill et al. (2000) unabhangig vom
Gesundheitszustand der Katzen fur Salmonella enterica Serotyp Typhimurium eine
Pravalenz von 1 % ermittelten. Bei der Interpretation der Ergebnisse sollte jedoch
berlcksichtigt werden, dass sich die vorliegend ermittelte Préavalenz von Salmonella spp. auf
die Gesamtzahl der untersuchten Kotproben (n = 60) bezieht, dieses Genus jedoch nicht
durchgehend in allen Proben derselben Katze (n = 6) identifiziert wurde. Somit ergibt sich
eine scheinbar hdhere Pravalenz im Vergleich zu anderen Untersuchungen. Zudem ist es
mdglich, dass eine variierende Detektionsfrequenz aufgrund einer intermittierenden fakalen
Ausscheidung von Salmonella spp. (Weese, 2011) vorlag. Ebenso wird von anderen Autoren
empfohlen, fur die Diagnostik von Salmonella eine PCR in Kombination mit einem vorherigen
Anreicherungsverfahren sowie anschlieBender Kultivierung durchzufiihren (Ward et al.,
2005; Bohaychuk et al., 2007; Marks et al., 2011). Aufgrund der Fragestellung in der
vorliegenden Arbeit bezlglich des quantitativen Aspekts, wurde auf eine Voranreicherung
verzichtet, sodass auch dies ein Grund fir die variierenden Ergebnisse sein kann (Weese,
2011).

5.3.1.2 Verteilung der Phyla (lllumina®-Sequenzierung)

Betrachtet man die Ergebnisse der lllumina®-Sequenzierung, so konnten folgende Phyla in
absteigender Reihenfolge im Kot der Katzen nachgewiesen werden: Firmicutes (78,7 %),
Bacteroidetes (7,63 %), Actinobacteria (6,55 %), Fusobacteria (4,46 %), Proteobacteria
(0,89 %), Chlamydiae (0,04 %) und Synergistetes (0,01 %). Diese Verteilung stimmt
weitgehend mit Untersuchungen von Ritchie et al. (2008) tberein. Hier wurde der Anteil an
Firmicutes in Digestaproben von gesunden Katzen mit 68 % angegeben, gefolgt von
Proteobacteria (14 %), Bacteroidetes (10 %), Fusobacteria (5 %) und Actinobacteria (4 %)
(Ritchie et al., 2008). Es sollte bei dem Vergleich der Ergebnisse jedoch beriicksichtigt
werden, dass sich die Anteile der bakteriellen Phyla in der Studie von Ritchie et al. (2008)
auf Digestaproben des gesamten Gastrointestinaltrakts von Katzen bezogen, welche nach
Euthanasie der Tiere mittels Nadelaspiration gewonnen wurden, wahrend die vorliegenden
Untersuchungen hingegen mit Kotproben durchgefiihrt wurden. In einer weiteren Studie von

Ritchie et al. (2010), in welcher ausschliel3lich Kotproben von Katzen untersucht wurden,
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konnten deutlich hdhere prozentuale Anteile an Firmicutes (87 %) und Proteobacteria
(ca. 8 %) sowie geringe Anteile an Bacteroidetes (rund 2,4 %), Actinobacteria (rund 2,25 %)
und Fusobacteria (0,20 %) als in der vorliegenden Arbeit ermittelt werden. In beiden Studien
konnten (Ritchie et al., 2008; 2010) keine Vertreter der Phyla Chlamydiae und Synergistetes
nachweisen. Diese wurden jedoch in einer Arbeit von Tun et al. (2012) im Kot von gesunden
Katzen detektiert, wobei das prozentuale Vorkommen flr die Chlamydia/Verrucomicrobia-
Gruppe bei 0,34 % sowie fur das Phylum Synergistetes bei 0,58 % lag. Anders als in der
vorliegenden Arbeit sowie in friheren Untersuchungen (Ritchie et al., 2008; 2010; Desai et
al., 2009; Handl et al., 2011) wiesen Tun et al. (2012) als dominierendes Phylum die
Bacteroidetes/Chlorobi-Gruppe nach. Die Grunde fur diese Abweichungen sind unklar (Tun
et al., 2012).

Insgesamt kann gesagt werden, dass die vorliegenden Ergebnisse weitgehend mit Daten
aus friheren Studien Ubereinstimmen. Allerdings lassen sich Unterschiede im Vergleich zu
Katzen mit chronischen Darmerkrankungen erkennen. So stellten Ramadan et al. (2014)
einen deutlich geringeren Anteil an Firmicutes (34—36 %) sowie einen deutlich héheren Anteil
an Bacteroidetes (26—-34 %), Fusobacteria (15-26 %) und Proteobacteria (7-9 %) im Kot
kranker Tiere fest. Zudem wurde das Phylum Tenericutes mit einem Vorkommen von 6-7 %
von den Autoren beschrieben (Ramadan et al., 2014), welches in der vorliegenden Arbeit
lediglich in einer Probe identifiziert wurde (Daten werden nicht gezeigt). Suchodolski et al.
(2015) stellten bei Katzen mit Durchfallerkrankungen Anstiege der fakalen Anteile an
Proteobacteria sowie Firmicutes im Vergleich zu gesunden Tieren fest. Anhand der
Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung und der Ergebnisse aus der Literatur kann somit
vermutet werden, dass sich die Zusammensetzung der bakteriellen Gemeinschaft im Kot von
erkrankten und gesunden Katzen unterscheidet. Dieses sowie mégliche Anderungen der
metabolischen Aktivitdt der Darmbakterien sind aus diagnostischen und therapeutischen
Uberlegungen von klinischem Interesse, miissen aber in zukinftigen Studien weitergehend

untersucht werden (Suchodolski et al., 2015).

5.3.1.3 Verteilung der Genera (lllumina®-Sequenzierung)

Die Ergebnisse der lllumina®-Sequenzierung konnten zeigen, dass rund 20 % der
identifizierten Sequenzen in den Kotproben der Katzen dem Genus Clostridium zuzuordnen
waren. Dies stimmt mit den beschriebenen Ergebnissen der qPCR Uberein, da bei diesen
ebenfalls hohe Kopienzahlen fiir die Clostridien Cluster XIVa, |, IV sowie fir C. perfringens
ermittelt wurden. Auch das Genus Blautia wurde zu relativ hohen Anteilen (17,4 %) in den
Kotproben der Tiere nachgewiesen. Diese Beobachtung stimmt Uberwiegend mit den
Ergebnissen, welche in einer Untersuchung mit Kotproben von Katzenwelpen (2,24-9,75 %)

ermittelt wurden, Uberein (Hooda et al., 2013), wohingegen in einer anderen Arbeit bei zwei
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unterschiedlichen Rationsvarianten nur sehr geringe Anteile (0,3 bzw. 2,3 %) fur Blautia im
Kot von Katzen ermittelt wurden (Bermingham et al., 2013b). Blautia zahlt zu der Familie der
Lachnospiraceae (Koskey et al., 2014) und wird somit dem C. coccoides-Cluster XlIVa
zugeordnet (Hayashi et al.,, 2006; Eren et al., 2015). Auch hier ist eine gewisse
Ubereinstimmung zwischen den vorliegenden Ergebnissen der lllumina®-Sequenzierung und
denen der gPCR zu erkennen, da hier das C. coccoides-Cluster XIVa mit einem Mittelwert
von 9,91 logio Kopienzahl/g FS sowie einer Pravalenz von 100 % in den Kotproben der
Katzen auftrat.

Ebenso konnte in den vorliegend untersuchten Kotproben ein relativ hoher Anteil der Familie
Peptostreptococcaceae (12,5 %) nachgewiesen werden. Diese Beobachtung stimmt
Uberwiegend mit den Ergebnissen einer anderen Studie mit Katzenwelpen tUberein (10,4—
31,9 %) (Bermingham et al., 2013a).

In den untersuchten Kotproben konnte fir das Genus Prevotella ein mittleres Vorkommen
von etwa 5 % festgestellt werden. Weitestgehend vergleichbare Ergebnisse werden von
Bermingham et al. (2013a; b) bei adulten (4,5 % und 7,5 %) und wachsenden Katzen (5,81—
16,95 %) berichtet, wohingegen Ritchie et al. (2010) und Handl et al. (2011) geringere
prozentuale Anteile flr Prevotella im Kot von Katzen nachwiesen (1,02 % bzw. 0,025 %).
Insgesamt betrachtet, konnten viele der in der vorliegenden Studie detektierten Genera auch
in anderen Studien im Kot von Katzen mittels verschiedener Sequenzierungsverfahren
identifiziert werden (Ritchie et al., 2010; Handl et al., 2011; Bermingham et al., 2013a; b;
Hooda et al.,, 2013; Deusch et al., 2014). Hierbei lagen jedoch mitunter verschiedene
prozentuale Haufigkeiten vor. Diese Unterschiede kénnten zum einen die Folge
verschiedener Nachweisverfahren sein (Deusch et al., 2014). Zum anderen konnten sie
jedoch auch futterungsassoziierte Veranderungen darstellen, da sich die Fltterung in den
genannten Studien voneinander unterschied. So wurden in der vorliegenden Arbeit
Feuchtfuttermittel mit variierenden Proteingehalten und einer unterschiedlichen
Proteinqualitdt eingesetzt, wahrend in anderen Untersuchungen Trocken- und
Feuchtfuttermittel (Ritchie et al., 2008; 2010; Bermingham et al., 2013a; b) sowie Futtermittel
mit variierenden Proteingehalten (Hooda et al., 2013; Deusch et al., 2014) eingesetzt
wurden. Zudem sollte berlcksichtigt werden, dass sich das Alter der Katzen aus der
vorliegenden Studie von dem der Tiere aus den Studien von Bermingham et al. (2013a),
Hooda et al. (2013) und Deusch et al. (2014) unterschied. Altersassoziierte Unterschiede in
der Zusammensetzung der fakalen Mikrobiota von Katzen wurden bereits in einigen
Untersuchungen beschrieben (Jia et al., 2011a; b; Bermingham et al., 2013a; Hooda et al.,
2013; Deusch et al., 2014; 2015; Masuoka et al., 2017), sodass dieser Aspekt eine mogliche

Ursache fur die teilweise differierenden Ergebnisse zwischen den Studien darstellen kdnnte.
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In der vorliegenden Arbeit konnte im Gegensatz zu den Ergebnissen der qPCR mittels
lllumina®-Sequenzierung in keiner Kotprobe das Genus Salmonella nachgewiesen werden.
Ahnliches berichteten Kerr et al. (2014b). Die Autoren verwendeten als Nachweismethode
die Pyrosequenzierung und vermuteten, dass die Sensitivitat dieses Verfahrens nicht
ausreichend fir die Detektion dieses Genus sei (Kerr et al., 2014b). Eine ungeniigende
Sensitivitat der lllumina®-Sequenzierung bei einer sehr geringen Sequenzanzahl in den
Kotproben kénnte auch im Falle der vorliegenden Untersuchungen einen Erklarungsansatz
fur den fehlenden Nachweis von Salmonella darstellen.

In diesem Kontext ist auch der Nachweis des Genus Bifidobacterium zu betrachten, welches
mittels lllumina®-Sequenzierung in lediglich fiinf Kotproben mit einem relativen Anteil von
0,01-0,05 % vorgefunden wurde (Daten werden nicht gezeigt). Im Gegensatz dazu konnte
das Genus anhand der gPCR in 23 Kotproben nachgewiesen werden. Bermingham et al.
(2013b) konnten das Genus Bifidobacterium im Kot von Katzen mittels Pyrosequenzierung
ebenfalls nicht nachweisen, wohingegen Ritchie et al. (2010) anhand eines universellen 16S
rRNA-Primers sowie Handl et al. (2011) mittels Pyrosequenzierung das Genus
Bifidobacterium im Kot von sehr wenigen Katzen (bei 2 von 15 (Ritchie et al., 2010) bzw. 2
von 12 (Handl et al., 2011)) detektiert haben.

Auch das Genus Escherichia wurde bei der lllumina®-Sequenzierung nicht in den Kotproben
der Katzen vorgefunden, wohingegen die Bakteriengruppe E. coli/Hafnia/Shigella mithilfe der
gPCR nachgewiesen werden konnte. Ebenso gelang der qualitative Nachweis von E. coli-
Pathogenitatsfaktoren (5.3.2). Aus diesem Grund kann geschlussfolgert werden, dass das
Genus Escherichia im Kot der Katzen auftrat, die Anzahl der Bakterien jedoch anhand der
ausgewahlten Methode nicht ermittelt werden kann. Allerdings sollte bertcksichtigt werden,
dass der Nachweis mittels gPCR und Gruppenprimer erfolgte und méglicherweise nur eine
sehr geringe Anzahl an E. coli innerhalb der Gruppe E. coli/Hafnia/Shigella vertreten war,
sodass die Sensitivitat der lllumina®-Sequenzierung, wie bereits fiir das Genus Salmonella
vermutet wurde, nicht genigte, um Escherichia zu detektieren. In friheren Studien konnte
mithilfe kultureller Verfahren E. coli in Dinndarmdigesta (Stocker, 1987; Papasouliotis et al.,
1998; Sparkes et al., 1998a) sowie in Dickdarmdigesta (Stécker, 1987) und in Kotproben von
Katzen (Sparkes et al., 1998b) detektiert werden. Anhand molekularbiologischer Methoden
konnte das Genus Escherichia in Duodenalbiopsien (Janeczko et al., 2008) sowie im Kot von
Katzen (Janeczko et al., 2008; Lubbs et al., 2009; Vester et al., 2009; 2010; Handl et al.,
2011; Deusch et al., 2014; Kieler et al., 2016) nachgewiesen werden. Methodische Aspekte
sind bei der Interpretation zu bertcksichtigen. So konnten Hooda et al. (2013) das Genus
Escherichia in Kotproben von Katzenwelpen mithilfe der Pyrosequenzierung nicht
nachweisen, wohingegen Deusch et al. (2014) dieses mittels lllumina®-Sequenzierung in

denselben Kotproben detektieren konnten. In einer weiteren Studie wurden
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Bakteriensequenzen, welche die Autoren als ,E. coli-dhnlich® bezeichneten, lediglich im Kot
von zwei der insgesamt 15 untersuchten Katzen nachgewiesen (Ritchie et al., 2010). Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass das Vorkommen von E. coli im Kot von Katzen entweder

variabel oder abhangig von der Untersuchungsmethode ist.

5.3.2 Qualitativer Nachweis pathogener E. coli im Katzenkot

In der vorliegenden Arbeit sollte weiterhin untersucht werden, ob pathogene E. coli-Stamme
im Kot von Katzen qualitativ nachweisbar sind. Dieser qualitative Nachweis von E. coli-
Pathogenitatsgenen erfolgte mittels einer MPCR nach einer am Institut flr Tierernahrung der
Freien Universitat Berlin fur Fazes vom Schwein etablierten Methode (Gdbel, 2003) sowie
einer anschlieRenden Agarose-Gelelektrophorese. E. coli ist zum einen ein Kommensale im
Darm vieler Tiere, zum anderen existieren auch pathogene E. coli-Stamme (Wieler und
Ewers, 2011). Pathogene E. coli-Stdmme kdénnen wiederum in intestinal pathogene und
extraintestinal pathogene E. coli eingeteilt werden (Wieler und Ewers, 2011).
Darmpathogene E. coli werden weiter in enteropathogene (EPEC), enterotoxische (ETEC),
enteroinvasive (EIEC), Shigatoxin-bildende (STEC), enteroaggregative (EaggEC) sowie
diffus-adharente (DAEC) E. coli differenziert (Beutin, 1999; Pufo-Sarmiento et al., 2013).
Verschiedene Studien berichten sowohl Gber das Vorkommen von EPEC im Kot von Katzen
mit intestinalen Erkrankungen als auch uber das Vorkommen ebendieser bei gesunden
Katzen (Beutin, 1999; Goffaux et al., 2000; Morato et al., 2009; Pufio-Sarmiento et al., 2013).
In der vorliegenden Studie wurden die Kotproben der Katzen auf das Vorkommen folgender
Pathogenitatsgene untersucht: elt-IA, elt-Ib, est-ll, faeG, fan, fasA, fedA und fimf41a. Die
Fimbrienantigene enterotoxischer E. coli faeG (F4), fan (F5), fasA (F6), fedA (F18) und
fimf41a (F41) werden auch als Adhasine bezeichnet, liber welche E. coli an den Enterozyten
anheften kann (Wieler und Ewers, 2011). Das Gen elt-IA codiert flir das hitzelabile
Enterotoxin (LT) A, die Gene elt-Ib und est-I/ fir die hitzestabilen Enterotoxine | und Il (StaP,
Stb) (Bosworth und Casey, 1997). Diese Toxine werden von ETEC gebildet (Beutin, 1999).
Die E. coli-Pathogenitatsgene, welche in der vorliegenden Arbeit auf das Vorhandensein im
Kot der Katzen untersucht wurden, konnten bereits in verschiedenen Untersuchungen in der
Digesta von Schweinen nachgewiesen werden (Frydendahl, 2002; Gébel, 2003; Schierack et
al., 2006; Kirsch, 2010).

In den Kotproben der vorliegenden Studie gelang kein qualitativer Nachweis fur die
Pathogenitatsgene elt-IA, faeG und fimf41a. Dagegen konnte in etwa 32 % der untersuchten
Kotproben das hitzestabile Enterotoxin | sowie in insgesamt 17 % der Proben das
hitzestabile Enterotoxin Il detektiert werden. Des Weiteren konnten in etwa 52 % der

untersuchten Kotproben das Pathogenitatsgen fasA, in ca. 38 % der Proben das fedA-Gen
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sowie in 5 % der Proben das fan-Gen nachgewiesen werden. Bei der Interpretation der
Ergebnisse sollte bericksichtigt werden, dass sich die Prozentangaben auf die
Gesamtprobenzahl (n = 60), welche sich aus jeweils sechs Einzelproben einer Katze
zusammensetzte, beziehen. So konnten mitunter in einer individuellen Kotprobe bestimmte
Pathogenitatsfaktoren nachgewiesen werden, wahrend in den anderen Proben derselben
Katze keine entsprechenden Pathogenitatsfaktoren detektierbar waren. Dies weist darauf
hin, dass es im zeitlichen Auftreten bzw. der Ausscheidung von Klonen mit entsprechenden
Pathogenitatsfaktoren Diskontinuitaten gibt.

Insgesamt wurden im Kot der Katzen verschiedene Pathogenitatsgene, wie sie bei ETEC
vorkommen kénnen (Wieler und Ewers, 2011), qualitativ nachgewiesen. Vor dem
Hintergrund der Ergebnisse der qPCR, welche das Vorkommen der E. coli/Hafnia/Shigella-
Gruppe aufzeigen konnten, kann demnach vermutet werden, dass es sich hierbei teilweise
um ETEC gehandelt haben kénnte. Bislang liegen nur wenige Studien zu dem Vorkommen
von ETEC bei der Katze vor, sodass auch wenig tUber die Rolle von ETEC bei dieser Tierart
bekannt ist (Beutin, 1999). Beim Menschen (Nataro und Kaper, 1998; Shabana et al., 2013;
Sahl et al., 2015; Joffre et al., 2016) sowie bei anderen Tierarten (Holland, 1990; Byun et al.,
2013) haben ETEC hingegen eine gro3e Bedeutung hinsichtlich der Entstehung von
intestinalen Erkrankungen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung unterscheiden sich teilweise mit
Beobachtungen aus anderen Studien. So konnten Blanco et al. (1993) mittels kultureller
Verfahren keinen Nachweis des hitzelabilen Enterotoxins von E. coli im Kot gesunder Katzen
erbringen. Dagegen detektierten die Autoren hamolysierende E. coli-Stamme sowie
Cytonekrosefaktor ~ 1-produzierenden  Isolate, welche gewisse Parallelen zu
humanpathogenen Stdmmen aufwiesen (Blanco et al., 1993). Eine andere Studie konnte
ebenfalls kein Vorkommen von E. coli-Stammen, welche hitzelabile oder hitzestabile
Enterotoxine bilden, im Kot von gesunden und kranken Katzen aufzeigen (Abaas et al.,
1989). Auch in neueren Untersuchungen wurde ETEC weder im Kot von gesunden Katzen
noch von Katzen mit gastrointestinalen Erkrankungen detektiert (Morato et al., 2009; Puno-
Sarmiento et al., 2013).

Fur die Interpretation der Ergebnisse sollte erwahnt werden, dass die in der vorliegenden
Arbeit verwendeten Primer und Referenzstdmme bislang nur fir den Nachweis von
schweinepathogenen E. coli-Stammen eingesetzt wurden. Bei Schweinen beschrieben
Schierack et al. (2006) keine klinischen Erkrankungen trotz des Nachweises von ETEC- bzw.
EDEC-Pathogenitatsgenen im Kot der Tiere. Die Autoren vermuteten daher eine geringe
bzw. keine Genexpression im Darmtrakt, eine geringe Anzahl pathogener E. coli, oder eine
Unterdriickung dieser durch andere Bakterien (Schierack et al., 2006). Diese Hypothesen

sind auch fur die vorliegende Studie anwendbar, da bei den Katzen ebenfalls keine
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klinischen Anzeichen einer Erkrankung vorlagen. Vor dem Hintergrund, dass mittels MPCR
und anschlieRender Agarose-Gelelekirophorese keine Aussage zum quantitativen
Vorkommen pathogener E. coli sowie zu der Vitalitat der Bakterien mdglich ist, kann keine
abschlieRende Bewertung des vorliegenden Nachweises bestimmter Pathogenitatsfaktoren
von E. coli im Kot der Katzen getroffen werden. Dieser Aspekt sollte in zuklinftigen Studien

weiter untersucht werden.

5.3.3 Einfluss einer variierenden Proteinkonzentration und -qualitat im Futter
auf die fakale Mikrobiota von Katzen

5.3.3.1 gPCR

In der vorliegenden Studie wurde der Einfluss einer variierenden Proteinkonzentration und -
qualitat im Futter auf die Zusammensetzung der Mikrobiota im Kot von Katzen mittels
verschiedener molekularbiologischer Verfahren evaluiert. Studien von Zentek et al. (2003;
2004) und Lubbs et al. (2009) konnten einen Anstieg von C. perfringens im Kot von Hunden
und Katzen bei hohen Proteingehalten im Futter aufzeigen. Lubbs et al. (2009) vermuteten
vor diesem Hintergrund, dass ein hoher Proteingehalt im Futter zu einem generell
vermehrten Vorkommen peptidolytischer Bakterien im Dickdarm flhren kann. Zudem wurde
von den Autoren postuliert, dass eine geringere Proteinverdaulichkeit zu einem vermehrten
Einstrom von Eiweil3 in den Dickdarm fuhren kann und dadurch das Wachstum und die
Aktivitdt peptidolytischer Bakterien geférdert werden (Lubbs et al., 2009). Vor diesem
Hintergrund ergab sich fir die vorliegende Arbeit die Hypothese, dass Variationen im
Proteingehalt und in der Proteinqualitdt eines Futters zu Veranderungen in der
Zusammensetzung sowie in der Stoffwechselaktivitdt der Mikrobiota im Kot von Katzen
fUhren und insbesondere peptidolytische Bakterien positiv beeinflussen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie konnten zeigen, dass eine geringere Proteinqualitat
im Futter, unabhangig von der Proteinkonzentration, zu hdheren Kopienzahlen des
C. coccoides-Clusters XIVa im Kot der Katzen fiihrte (P = 0,011). Diesem Cluster werden
Vertreter der Genera Clostridium, Coprococcus, Eubacterium, Lachnospira und
Ruminococcus zugeordnet (Matsuki et al., 2002) und beinhaltet vor allem Butyrat-bildende
Bakterien (Pryde et al., 2002; Louis und Flint, 2009). Aufgrund der Nutzung von Butyrat als
Energielieferant fir Darmepithelien (Roediger, 1980; Cummings, 1995; Fung et al., 2012),
stehen Butyrat-bildende Bakterien seit langem im Fokus vieler Forschungsarbeiten
(Barcenilla et al., 2000; Pryde et al., 2002; Louis et al., 2007; Louis und Flint, 2009). Das C.
coccoides-Cluster XIVa konnte in einer Studie von Ritchie et al. (2008) bei Katzen, ahnlich
wie beim Menschen (Wang et al., 2003; Louis und Flint, 2009), Uberwiegend im Kolon

detektiert werden. Zudem identifizierten Ritchie et al. (2010) dieses Cluster mit einem Anteil
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von 24 % im Kot von Katzen. Handl et al. (2011) beschrieben im Kot von Katzen hingegen
einen Anteil von Uber 60 % fir das C. coccoides Cluster XIVa. Zwar scheint dieses Cluster
vornehmlich Saccharose zu fermentieren (Riviére et al., 2016), jedoch lassen die Ergebnisse
der vorliegenden Studie vermuten, dass peptidolytische Aktivitaten vorliegen koénnten. So
kann der in der vorliegenden Studie detektierte Anstieg des C. coccoides-Clusters XIVa im
Kot der Katzen bei Einsatz von Futtermitteln mit einer geringeren Eiweil3qualitdt einen
Hinweis auf eine verstarkte mikrobielle Proteinfermentation aufgrund eines vermehrten
Einstroms von unverdautem Eiweil in den Dickdarm darstellen. Ahnliches konnten Rist et al.
(2013) bei Ferkeln, die Rationen mit unterschiedlichen Eiweil3qualitaten erhielten,
beobachten. Hier fiihrte eine im Vergleich zu Casein schlechter verdauliche Ration auf Basis
von Sojamehl zu héheren Zahlen des C. coccoides-Clusters XIVa im Kot der Tiere (Rist et
al., 2014).

Fir das Vorkommen von C. difficile im Kot der Katzen konnte sowohl ein Einfluss des
Proteingehalts als auch der Proteinqualitat in den Versuchsdiaten ermittelt werden. So
fuhrten geringe ebenso wie hohe Gehalte an Protein im Vergleich zu einer mittleren
Eiweilkonzentration im Futter zu geringeren Kopienzahlen von C. difficile. Dieser Effekt
konnte jedoch nur bei einer gleichzeitig geringen Eiweil3qualitat in den Diaten beobachtet
werden. C. difficile wird dem Clostridium Cluster X| zugeordnet (Collins et al., 1994) und wird
beim Menschen und auch bei Katzen als pathogenes Bakterium betrachtet (Marks et al.,
2011). In der vorliegenden Studie konnte in 93 % der Kotproben C. difficile nachgewiesen
werden, ohne dass jedoch Durchfallerkrankungen bei den Katzen auftraten. Ebenso wurde in
anderen Untersuchungen C. difficile im Kot von gesunden Katzen detektiert (Borriello et al.,
1983; Weber et al., 1989; Riley et al., 1991; al Saif und Brazier, 1996; Madewell et al., 1999;
Tun et al., 2012).

Im Gegensatz zu den Ergebnissen von Zentek et al. (2003; 2004) und Lubbs et al. (2009)
fuhrte ein hoher Proteingehalt im Futter in der vorliegenden Studie zu keinem signifikanten
Anstieg der Kopienzahlen von C. perfringens im Kot der Katzen. C. perfringens wird dem
Clostridium Cluster | zugeordnet (Collins et al., 1994), welches in der vorliegenden Studie
ebenfalls nicht durch die Futterung beeinflusst wurde. Ein Grund fiir diese Diskrepanz zu den
Ergebnissen aus der Literatur kdnnte einerseits die verwendete Methode sein, da Zentek et
al. (2003; 2004) kulturelle Verfahren zum Nachweis von C. perfringens nutzten, wahrend in
der vorliegenden Untersuchung molekularbiologische Methoden Anwendung fanden.
Andererseits kdnnten die abweichenden Ergebnisse dadurch zu erklaren sein, dass in der
vorliegenden Studie andere Primersequenzen als bei Lubbs et al. (2009) verwendet wurden.
Vester et al. (2009) konnten im Kot von Katzenwelpen ebenso keine Beeinflussung von C.
perfringens in Abhangigkeit von der Proteinaufnahme der Tiere aufzeigen. Es sollte jedoch

berlcksichtigt werden, dass in der Studie von Vester et al. (2009) eine sehr geringe Fallzahl
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vorlag. So erhielten lediglich zwei Katzen das Futter mit einem hohen Proteingehalt und vier
Katzen ein Futter mit einem mittleren Proteingehalt (Vester et al., 2009).

Weder der Proteingehalt, noch die Proteinqualitat im Futter tGbten in der vorliegenden Arbeit
einen Einfluss auf das Vorkommen von Lactobacillus spp. im Kot der Katzen aus. Diese
Beobachtung stimmt mit Ergebnissen von Lubbs et al. (2009) Uberein. Dagegen konnten
Vester et al. (2009) und Hooda et al. (2013) eine Abnahme von Lactobacillus spp. im Kot von
Katzenwelpen bei einem hohen Proteingehalt im Futter aufzeigen. Ebenso wurde in einer in
vitro-Studie ein Rlckgang von Lactobacillus spp. beobachtet, wenn ein enzymatisch
vorverdautes Futter mit einem hohen Proteingehalt mit einem fakalen Inokulum von Katzen
inkubiert wurde (Pinna et al., 2014). Insgesamt liegen demnach bei der Katze uneinheitliche
Berichte zur Beeinflussung fakaler Laktobazillen durch einen variierenden Proteingehalt im
Futter vor. Hierbei sollte auch berlcksichtigt werden, dass mdglicherweise weitere
Futterkomponenten in der vorliegenden Arbeit sowie in den zuvor genannten Studien (Lubbs
et al., 2009; Vester et al., 2009; Hooda et al., 2013; Pinna et al., 2014) einen Einfluss auf den
Anteil an Laktobazillen im Kot der Katzen genommen haben kdnnten. So konnte
beispielsweise gezeigt werden, dass Laktobazillen auch durch den Gehalt an
Kohlenhydraten im Futter beeinflusst werden kénnen (Terada et al., 1993; Barry et al., 2010).
Zudem scheint dieses Genus einen positiven Einfluss auf die Darmgesundheit zu haben
(Rastall, 2004; Rist et al., 2013), wie beispielsweise durch Produktion antimikrobieller Stoffe
(Rastall, 2004) oder Konkurrenz um Nahrstoffe oder Adhasionsstellen (van der Waaij, 1991;
Rist et al., 2013). Allerdings scheint dieses Genus im Vorkommen und Anteil auch
individuellen Schwankungen zu unterliegen (Grzeskowiak et al., 2015).

Fir die Daten zum Vorkommen von Bifidobacterium spp., der E. coli/Hafnia/Shigella-Gruppe
sowie von Salmonella spp. im Kot der Katzen konnte in der vorliegenden Studie aufgrund
einer zu geringen Detektionsfrequenz keine Kontrastberechnung durchgefihrt werden,
sodass keine abschlieRende Bewertung von fiitterungsassoziierten Einflissen mdglich ist.
Einer haufigen Auffassung folgend beeinflussen die Genera Bifidobacterium und
Lactobacillus die Darmgesundheit beim Menschen und beim Tier positiv, indem sie
beispielsweise antimikrobielle Substanzen produzieren kénnen (Fuller, 1989; Gibson und
Wang, 1994; Gibson und Roberfroid, 1995; Rastall, 2004; Wang et al., 2014). Vor diesem
Hintergrund werden Bifidobakterien- und Laktobazillenstamme auch als Probiotika eingesetzt
(Butel, 2014). Bei Katzen konnte ein Riickgang von Bifidobacterium spp. im Kot bei hohen
Proteingehalten im Futter aufgezeigt werden (Lubbs et al., 2009; Vester et al., 2009; Hooda
et al., 2013; Deusch et al., 2014). Die Autoren vermuteten, dass dieser Rickgang im
Zusammenhang mit einem vermehrten Vorkommen peptidolytischer Bakterien im Darm der
Katzen sowie deren Metaboliten steht (Lubbs et al., 2009; Vester et al., 2009; Hooda et al.,
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2013). Daneben konnte dieser Effekt auch die Folge des geringen Kohlenhydratanteils im
Futter sein (Lubbs et al., 2009; Vester et al., 2009; Hooda et al., 2013).

Fur E. coli wurde bei Katzenwelpen eine Abnahme im Kot bei einer hohen Proteinaufnahme
beschrieben (Vester et al., 2009), wohingegen dieser Effekt bei adulten Tieren nicht auftrat
(Lubbs et al., 2009). Einige Vertreter der Gruppe der Enterobacteriaceae, darunter
beispielsweise E. coli und Salmonella spp., kdnnen flr das Tier sowie fiir den Menschen als
pathogene Bakterien betrachtet werden (Marks et al., 2011). Jedoch kdnnen diese auch bei
gesunden Tieren isoliert werden (Hill et al., 2000; Minamoto et al., 2012). In einer Studie von
Tun et al. (2012) wurden Vertreter des Genus Salmonella im Kot von Katzen mit einem Anteil
zwischen 0,02-0,07 % nachgewiesen.

Insgesamt kann anhand der ermittelten Ergebnisse der vorliegenden Studie gesagt werden,
dass Bifidobacterium spp., die E. coli/Hafnia/Shigella-Gruppe und Salmonella spp. lediglich
zu geringen Anteilen im Kot von Katzen vorzufinden sind und diese Bakteriengruppen einer
variierenden Detektionsfrequenz unterliegen. Weiterfihrende Untersuchungen erscheinen
notwendig, um mdgliche fltterungsassoziierte Einflusse auf das Vorkommen dieser

Bakteriengruppen im Gastrointestinaltrakt von Katzen zu evaluieren.

5.3.3.2 lllumina®-Sequenzierung

In der vorliegenden Arbeit konnte ein Einfluss des Futterproteins auf die Phyla Firmicutes,
Bacteroidetes sowie Fusobacteria in den Kotproben der Katzen aufgezeigt werden. Der
Einsatz von Diaten mit einer hohen Proteinqualitat flhrte hierbei zu einem héheren Anteil an
Firmicutes sowie zu geringeren Anteilen an Bacteroidetes und Fusobacteria als Diaten mit
einer geringeren EiweiRqualitat. Steigende Proteingehalte fihrten, unabhangig von der
Proteinqualitat, im Futter zu einer Zunahme an Fusobacteria im Kot der Katzen.

Der hohere prozentuale Anteil dieses Phylums im Kot der Katzen bei einer geringen
Proteinqualitat sowie bei steigenden Proteingehalten im Futter konnte daher méglicherweise
durch einen héheren Anteil an prazakal unverdautem Protein im Dickdarm und einer damit
verbundenen héheren Substratverfligbarkeit flir Fusobacteria erklart werden.

Allgemein zahlen zu dem Phylum Fusobacteria Vertreter des Genus Fusobacterium, welche
Uberwiegend Aminosauren als Substrat nutzen (Loesche und Gibbons, 1968; Potrykus et al.,
2008).

Bermingham et al. (2013a) und Hooda et al. (2013) konnten bei Katzen ebenfalls einen
prozentualen Anstieg dieses Phylums im Kot bei hohen Proteingehalten im Futter
verzeichnen. Insgesamt lagen in der vorliegenden Studie die prozentualen Anteile von
Fusobacteria bei einer hohen Proteinaufnahme (6—8%) der Katzen unter den ermittelten
Anteilen von Hooda et al. (2013) (12—13 %). Auch Bermingham et al. (2013a) ermittelten bei

einer hohen Proteinaufnahme weitaus hdéhere Anteile an Fusobacteria im Kot trachtiger
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Katzen (ca. 25 %) und bei den Welpen (ca. 13 % bzw. 24 %; 2 Futterungsgruppen) dieser
Tiere. Zwar wurden diese Untersuchungen bei wachsenden (Hooda et al., 2013) sowie
trachtigen und wachsenden Tieren (Bermingham et al., 2013a) durchgefihrt, jedoch konnten
Hooda et al. (2013) speziell fur dieses Phylum keinen altersassoziierten Effekt im Alter von
8-16 Wochen feststellen. Allerdings kann ein moglicher Einfluss des Alters in groReren
Zeitintervallen oder des Reproduktionsstatus nicht ganzlich ausgeschlossen werden. Des
Weiteren differierten die Versuchsfuttermittel der verschiedenen Untersuchungen. So
verwendeten Hooda et al. (2013) ein Trockenfuttermittel, wahrend in der vorliegenden
Untersuchung sowie in der Studie von Bermingham et al. (2013a) ein Feuchtfuttermittel
eingesetzt wurde. Bermingham et al. (2013b) konnten aufzeigen, dass im Kot von Katzen bei
Fatterung eines Feuchtfuttermittels hdhere Anteile des Phylums Fusobacteria vorlagen (23
%) als nach der Futterung eines Trockenfuttermittels (0,3 %). Die Autoren wiesen jedoch
darauf hin, dass neben der Konfektionierung auch andere Faktoren, wie die
Nahrstoffzusammensetzung  der  Versuchsfuttermittel einen  Einfluss auf die
Zusammensetzung der fakalen Mikrobiota der Katzen ausgelbt haben kdnnten
(Bermingham et al., 2013b). Ritchie et al. (2010), Handl et al. (2011) und Tun et al. (2012)
stellten hingegen im Kot von Katzen deutlich geringere Anteile an Fusobacteria im Vergleich
zu dessen Anteil in der vorliegenden Arbeit fest. Mogliche Erklarungsansatze fur diese
variierenden Studienergebnisse stellen Unterschiede im Proteingehalt oder in der
Zusammensetzung der Versuchsdiaten (Bermingham et al., 2013b) sowie in den
eingesetzten Analysemethoden dar. Vor diesem Hintergrund erscheint eine Studie von
Deusch et al. (2014) interessant, in welcher eine lllumina®-Sequenzierung mit denselben
Kotproben von Katzenwelpen aus der Studie von Hooda et al. (2013) durchgefiihrt wurde. So
konnten Deusch et al. (2014) ebenfalls hohere Anteile an Fusobacteria im Kot bei hohen
Proteingehalten im Futter feststellen, jedoch lagen diese Anteile (ca. 2 %) deutlich unter den
von Hooda et al. (2013) mittels Pyrosequenzierung ermittelten Werten.

In der vorliegenden Arbeit konnte bei Einsatz der Diat mit einer geringeren Proteinqualitat
und einem mittleren Proteingehalt ein héherer Anteil an Proteobacteria im Kot der Katzen
detektiert werden als bei Einsatz der Diaten mit einem niedrigen und hohen Proteingehalt bei
gleichzeitig geringerer Proteinqualitat. Der gegenteilige Effekt konnte bei Einsatz der
Versuchsfuttermittel mit der hohen Proteinqualitat beobachtet werden, hier lag der geringste
Anteil an Proteobacteria im Kot der Katzen bei Einsatz der Diat mit dem mittleren
Proteingehalt vor. Dagegen stellten Hooda et al. (2013) und Deusch et al. (2014) bei
Fatterung einer Diat mit einem hohen Proteingehalt insgesamt hohere Anteile an
Proteobacteria im Kot von Katzen fest als bei Einsatz einer Diat mit einem geringen
Proteingehalt. Allerdings wurde in diesen Untersuchungen die Qualitdt der verwendeten

EiweiRquelle nicht bericksichtigt, welche in der vorliegenden Studie einen Einfluss auf
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dieses Phylum austibte. Zudem wurde in der vorliegenden Studie im Gegensatz zu den
Untersuchungen von Hooda et al. (2013) und Deusch et al. (2014) ein Feuchtfuttermittel
eingesetzt. Unterschiede in der Konfektionierung und Zusammensetzung der Versuchsdiaten
stellen einen moglichen Erklarungsansatz fir die unterschiedlichen Ergebnisse der
verschiedenen Studien dar. So konnten in einer Studie mit adulten Katzen bei Einsatz eines
Feuchtfuttermittels hohere Anteile flir das Phylum Proteobacteria im Kot der Tiere festgestellt
werden als beim Einsatz eines Trockenfuttermittels (Bermingham et al., 2013b).

Bezuglich des Phylums Actinobacteria beschrieben Hooda et al. (2013) und Deusch et al.
(2014) eine Abnahme im Kot von Katzen bei hohen Proteingehalten im Futter, wahrend in
der vorliegenden Studie keine fltterungsassoziierte Beeinflussung dieses Phylums detektiert
wurde. Eine mogliche Erklarung fur diese Diskrepanz stellt wiederum eine unterschiedliche
Konfektionierung bzw. Zusammensetzung der Versuchsfuttermittel dar, da Bermingham et
al. (2013b) geringere Anteile fur Actinobacteria (0,1 %) im Kot von Katzen bei Einsatz eines
Feuchtfuttermittels beobachteten als bei dem Einsatz eines Trockenfuttermittels (16,5 %).
Bei der genaueren Betrachtung der Ergebnisse von Hooda et al. (2013) fallt zudem auf, dass
der diatassoziierte Effekt des Phylums Actinobacteria vornehmlich durch eine Abnahme des
Anteils an Bifidobacteriaceae hervorgerufen wurde (Hooda et al., 2013). Hierzu zahlt das
Genus Bifidobacterium, welches in der vorliegenden Untersuchung mittels Illumina®-
Sequenzierung in lediglich 5 Kotproben detektiert werden konnte (Daten werden nicht
gezeigt). Es ist daher moglich, dass der fehlende futterungsassoziierte Effekt auf das Phylum
Actinobacteria auf die geringe Detektionsfrequenz von Bifidobacterium zurickzufuhren ist.
Den unregelmafRigen Nachweis von Bifidobakterien bestatigen auch andere Publikationen,
wobei sich altersassoziierte Effekte schon ab dem Welpenalter abzeichnen (Jia et al., 2011a;
b; Hooda et al., 2013; Deusch et al., 2014; 2015; Masuoka et al., 2017). Wahrend Hooda et
al. (2013) einen altersassoziierten Anstieg von Bifidobacterium im Kot von Katzenwelpen im
Alter von 8-16 Wochen feststellen konnten, beobachteten Deusch et al. (2015) im Kot von
Katzen im Alter von 18-42 Wochen eine Abnahme von Bifidobacterium. In diesem
Zusammenhang beschrieben Masuoka et al. (2017) im Kot von Katzen im Alter von rund 17
Jahren héhere Zahlen an Bifidobacterium im Verlgeich zu 3 und 11 Jahre alten Tieren.
Insgesamt deuten die Ergebnisse aus der vorliegenden Studie sowie aus anderen
Untersuchungen darauf hin, dass das Genus Bifidobacterium sehr variabel im Kot von
Katzen vorkommt (Jia et al., 2011a; b), altersbedingt beeinflusst wird (Hooda et al., 2013;
Deusch et al, 2015; Masuoka et al., 2017) oder aufgrund unterschiedlicher
Analysemethoden unzureichend detektiert wird (Suau et al., 1999; Ritchie et al., 2008; 2010;
Suchodolski et al., 2008; Masuoka et al., 2017).
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In der vorliegenden Arbeit fiihrten steigende Proteinkonzentrationen im Futter zu einer
Abnahme des relativen Anteils an Prevotella im Kot der Katzen. Eine Abnahme dieses
Genus bei steigendem Protein- und abnehmendem Kohlenhydratgehalt im Futter wurde
auch von Deusch et al. (2014) im Kot von Katzenwelpen beschrieben. In Untersuchungen
aus der Humanmedizin wird das Vorkommen dieses Genus vorwiegend mit
kohlenhydratreicher Diat in Verbindung gebracht (De Filippo et al., 2010; Wu et al., 2011;
Kovatcheva-Datchary et al.,, 2015; Ley, 2016), da dieses Genus zum Abbau von
Polysacchariden befahigt ist (Gasparic et al., 1995; Ramsak et al., 2000; Miyazaki et al.,
2003; Flint et al., 2008; 2012). Daher kann vermutet werden, dass der in der vorliegenden
Studie beobachtete Rilckgang dieses Genus im Kot der Katzen bei proteinreicher Fltterung
auf den damit verbundenen geringeren Gehalt an Kohlenhydraten in den
Versuchsfuttermitteln zurtckzufuhren ist.

Bei der Interpretation der Ergebnisse sollten jedoch methodische Aspekte bericksichtigt
werden, da unterschiedliche Analysemethoden derselben Kotproben bei Hooda et al. (2013)
und Deusch et al. (2014) zu teilweise differierenden Ergebnissen fuhrten. So stellten Hooda
et al. (2013) im Gegensatz zu Deusch et al. (2014) keinen futterungsassoziierten Effekt fur
das Genus Prevotella fest. In weiteren Studien flhrte die Fitterung eines Trockenfutters mit
einem mittleren Proteingehalt (33 % (Bermingham et al., 2013b) bzw. 35 % (Bermingham et
al., 2013a)) verglichen mit einem Feuchtfutter mit einem hoheren Proteingehalt (42 %
(Bermingham et al., 2013b) bzw. 45 % (Bermingham et al., 2013a)) zu keinem Unterschied
in dem relativen Anteil an Prevotella im Kot von adulten Katzen (Bermingham et al., 2013b)
sowie von Katzenwelpen (Bermingham et al., 2013a). Diese Futtermittel unterschieden sich
zwar im Rohproteingehalt, jedoch auch im Kohlenhydratanteil sowie im Rohfettgehalt,
sodass ein Einfluss weiterer Futterkomponenten auf die Mikrobiota im Kot der Katzen
mdglich ist (Bermingham et al.,, 2013a; b). Zudem lagen die Rohproteingehalte der
verwendeten Feuchtfuttermittel von Bermingham et al. (2013a; b) unter den
Rohproteingehalten, welche in der vorliegenden Studie flir die Versuchsfuttermittel mit den
hdchsten Proteingehalten (54,9 % bzw. 56,1%) vorgesehen wurden, sodass Unterschiede in
der quantitativen Proteinaufnahme der Katzen ebenfalls einen Erklarungsansatz fir die
variierenden Ergebnisse der vorliegenden Studie sowie der Arbeiten von Bermingham et al.
(2013a; b) darstellen kénnten.

Die vorliegenden Ergebnisse konnten zudem einen Einfluss der Proteinqualitat im Futter auf
das Vorkommen von Prevotella im Kot der Katzen aufzeigen, indem bei Einsatz der
Versuchsdiaten mit der geringeren Proteinqualitdt hohere prozentuale Anteile dieses Genus
detektiert wurden. Grundsatzlich kdnnte eine geringere prazdkale Proteinverdaulichkeit bei
Einsatz der Futtermittel mit der geringeren Eiweillqualitdt zu einer hoheren

Substratverfliigbarkeit im Dickdarm gefihrt haben. Dazu liegen fir Katzen aktuell keine
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Berichte in der Literatur vor. Ob einzelne Spezies mit peptidolytischer Aktivitat, wie
beispielsweise Prevotella ruminicola (Wallace, 1996), im Wachstum geférdert wurden, muss

offenbleiben.

Macfarlane et al. (1986) konnten in einer in vitro-Studie zeigen, dass Vertreter des Genus
Bacteroides im Kot vom Menschen proteolytische Aktivitat aufwiesen. Zudem wird in der
Humanmedizin ein vermehrtes Vorkommen dieses Genus mit einer protein- und auch
fettreichen (vor allem tierischen Ursprungs) Ernahrung in Verbindung gebracht (Wu et al.,
2011). In der vorliegenden Arbeit konnte ein Anstieg von Bacteroides im Kot von Katzen mit
steigenden Proteingehalten im Futter festgestellt werden. Zudem wurden fir das Genus
Parabacteroides in der vorliegenden Untersuchung ebenfalls ansteigende prozentuale
Anteile im Kot bei zunehmenden Proteinkonzentrationen im Futter nachgewiesen.
Parabacteroides faecis sp. nov., welches unter anderem auch zum Abbau von Aminosauren
befahigt ist, wurde kirzlich im Kot vom Menschen nachgewiesen (Sakamoto et al., 2015).
Maoglicherweise hat eine hohe Proteinaufnahme der Katzen in der vorliegenden Studie das
Wachstum derartiger Parabacteroides spp. geférdert. Hohe Anteile der Genera Bacteroides
und Parabacteroides wurden auch im Kot von Katzen nach Futterung einer proteinreichen
Diat festgestellt (Deusch et al., 2014). Ebenso detektierten Bermingham et al. (2013a) bei
Einsatz einer eiweilreichen Diat hohere Anteile an Bacteroides im Kot von Katzen als bei
der Futterung einer Diat mit einem mittleren Proteingehalt. Insgesamt kann anhand der
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sowie der Beobachtungen friiherer Studien (Bermingham
et al., 2013a; Deusch et al., 2014) gesagt werden, dass ein hoher Proteingehalt im Futter
das Wachstum der Genera Bacteroides und Parabacteroides im Darm von Katzen scheinbar
fordert, wahrend die Proteinqualitat nicht relevant zu sein scheint.

Der prozentuale Anteil an Fusobacterium im Kot der Katzen stieg mit zunehmenden
Proteingehalten im Futter an. Grundsatzlich fermentieren Vertreter dieses Genus
Aminosauren (Jackins und Barker, 1951; Loesche und Gibbons, 1968; Rogers et al., 1991;
Ramezani et al., 1999) und bilden vornehmlich n-Buttersaure, jedoch keine i-Buttersaure
oder i-Valeriansdure (Bennett und Eley, 1993). Der vorliegend bei einer hohen
Proteinaufnahme beobachtete Anstieg des Genus Fusobacterium im Kot von Katzen stimmt
mit Beobachtungen von Hooda et al. (2013), Bermingham et al. (2013a) und Deusch et al.
(2014) Uberein. Des Weiteren konnten in der vorliegenden Untersuchung bei Einsatz der
Versuchsdiaten mit einer geringeren Proteinqualitdt insgesamt hohere Anteile an
Fusobacterium im Kot der Katzen nachgewiesen werden als bei Futterung der Diaten mit
einer hohen Proteinqualitédt. Diese Beobachtung konnte moglicherweise dadurch erklart
werden, dass bei Einsatz der Diaten mit der geringeren Proteinqualitat ein groferer Anteil an

prazakal unverdautem Protein im Dickdarm fur den Metabolismus peptidolytischer Bakterien
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zu Verfiigung stand und somit diese vermehrt im Wachstum gefordert wurden (Lubbs et al.,
2009).

Die statistische Datenauswertung ergab flir das Genus Robinsoniella eine Interaktion
zwischen der Proteinqualitat und der Proteinkonzentration im Futter. Hierbei konnte gezeigt
werden, dass bei Einsatz der Versuchsdiaten mit der geringeren Eiweil3qualitat, ein Anstieg
des relativen Anteils an Robinsoniella im Kot der Katzen mit hoheren Proteingehalten im
Futter auftrat. Im Gegensatz dazu nahm der Anteil dieses Genus bei Einsatz des
Futtermittels mit der hoheren Proteinqualitat und der hdchsten EiweilRkonzentration im
Vergleich zu den Diaten mit dem geringen und mittleren Eiweil3gehalt und gleichzeitig hoher
EiweiBqualitat ab. Cotta et al. (2009) benannten erstmals einen Vertreter des Genus
Robinsoniella als Robinsoniella peoriensis gen. nov., sp. nov. und konnten diesen dem C.
coccoides Cluster XIVa nach Collins et al. (1994) zuordnen. In der vorliegenden Studie
wurden fur dieses Cluster insgesamt geringere Kopienzahlen im Kot der Katzen bei Einsatz
der Versuchsdiaten mit einer hohen Proteinqualitat aufgezeigt als bei Fitterung der Diaten
mit der geringeren Proteinqualitat. Bislang wurde fir dieses Genus offenbar kein
futterungsassoziierter Einfluss bei Katzen beschrieben.

Steigende Proteingehalte im Futter fihrten in der vorliegenden Arbeit zu einer Abnahme an
Faecalibacterium und Phascolarctobacterium im Kot der Katzen. Hooda et al. (2013) konnten
hingegen bei hohen Proteinkonzentrationen im Futter hdhere Anteile beider Genera im Kot
von Katzenwelpen feststellen als bei mittleren Proteingehalten im Futter. Vertreter des
Genus Faecalibacterium bilden vor allem Butyrat (Louis et al., 2014), wahrend Vertreter des
Genus Phascolarctobacterium Propionat aus Succinat bilden (Watanabe et al., 2012),
sodass diese Genera Uberwiegend bei der Fermentation von Kohlenhydraten aus der
Nahrung eine Rolle spielen (Topping und Clifton, 2001; Benus et al., 2010; Hooda et al.,
2012; Louis et al., 2014).

Die Versuchsdiaten der vorliegenden Studie wiesen mit steigendem Proteingehalt einen
abnehmenden Kohlenhydratanteil auf. Die beobachtete Abnahme von Faecalibacterium und
Phascolarctobacterium im Kot der Katzen bei steigenden Proteingehalten im Futter kénnte
somit zum einen im Zusammenhang mit einer geringeren Kohlenhydratverfligbarkeit im
Dickdarm zusammenhangen.

Faecalibacterium (F.) prausnitzii wird zu dem C. leptum-Cluster IV nach Collins et al. (1994)
gezahlt und gilt neben anderen Vertretern des C. coccoides-Clusters XIVa als ein wichtiges
Butyrat-bildendes Bakterium im Darm des Menschen (Louis und Flint, 2009). Auch im Darm
von Tieren konnten F. prausnitzii sowie verwandte Vertreter dieses Bakteriums beschrieben
werden (Miquel et al., 2014). Untersuchungen konnten eine Reduktion der Zahl von F.
prausnitzii im Kot von Patienten mit Morbus Crohn aufzeigen (Fujimoto et al., 2013; Galecka

et al., 2013). Aufgrund von anti-inflammatorischen Eigenschaften von F. prausnitzii ist eine

98



Diskussion

Forderung des Wachstums dieses Bakteriums bei Patienten mit entzindlichen
Darmerkrankungen in der Humanmedizin von wissenschaftlichem Interesse (Sokol et al.,
2008; Cao et al., 2014; Miquel et al., 2015; Quévrain et al., 2016). Bei Katzen konnte gezeigt
werden, dass Tiere mit gastrointestinalen Erkrankungen geringere Zahlen des C. leptum-
Clusters IV, zu welchem das Genus Faecalibacterium gehdrt, im Kot aufwiesen (Suchodolski
et al., 2015).

Faecalibacterium stellt einen Bestandteil der kommensalen Mikrobiota im Darm dar
(Suchodolski, 2016), sodass die in der vorliegenden Studie beobachtete Abnahme dieses
Genus im Kot bei einer hohen Proteinaufnahme der Katzen somit einen Hinweis auf eine,
von Suchodolski (2016) beschriebene, Dysbiose geben kénnte. Im Zusammenhang mit dem
Anstieg von Bacteroides spp. und Fusobacterium spp. im Kot der Katzen bei einer hohen
Proteinaufnahme ist ein Riickgang von vornehmlich kohlenhydratfermentierenden Bakterien
im Dickdarm der Katzen denkbar, wohingegen proteinfermentierende Bakterien vermehrt im
Wachstum geférdert wurden. Somit kommt es zu einer Abnahme an Faecalibacterium und
Phascolarctobacterium im Kot der Katzen bei einer hohen Proteinaufnahme der Tiere, da
insbesondere Faecalibacterium vornehmlich durch Kohlenhydrate bzw. prabiotische
Faserstoffe in der Nahrung geférdert wird (Fernando et al., 2010; Hooda et al., 2012).
Allerdings entwickelten die Katzen wahrend des gesamten Versuchszeitraums keine
Anzeichen einer intestinalen Erkrankung, sodass zukinftige Studien den Effekt des
Proteingehalts auf Faecalibacterium insbesondere im Zusammenhang mit Erkrankungen des
Gastrointestinaltrakts bei Katzen bertcksichtigen sollten, um eine mogliche Bedeutung
dieses Genus weitergehend zu untersuchen.

Eine geringe Proteinqualitdt in den Versuchsdiaten fuhrte zu hoheren Anteilen an
Ethanoligenens in den Kotproben der Katzen als eine hohe Proteinqualitat im Futter
(P=0,015). Ein fGtterungsassoziierter Einfluss auf das Vorkommen dieses Genus wurde
bislang bei Katzen nur von Deusch et al. (2014) beschrieben. Die Autoren konnten einen
Anstieg von Ethanoligenens im Kot von Katzen bei einer proteinreichen Diat detektieren
(Deusch et al., 2014). Dieser Effekt des Proteingehalts wurde in der vorliegenden Studie
nicht beobachtet. In einer Studie von Handl et al. (2011) konnte Ethanoligenens im Kot von
Katzen mit einem Anteil von 0-0,11 % (Median = 0; n = 12) detektiert werden. In der
vorliegenden Studie wurde dieses Genus im Kot von allen Tieren nachgewiesen mit Anteilen
von 0,3—-1,6 %, welche vergleichbar sind mit den fir dieses Genus ermittelten Werten von
Deusch et al. (2014) (0,2-0,9 %). Die Bedeutung dieses Genus fur die bakterielle
Gemeinschaft im Darm von Katzen sowie die Relevanz des in der vorliegenden Studie
beobachteten fltterungsbedingten Einflusses auf sein Vorkommen kann somit nicht

abschlieRend geklart werden und ist moglicherweise eher von geringerer Relevanz.
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Das Genus Selenomonas wurde in der vorliegenden Studie weder durch den Proteingehalt,
noch durch die Proteinqualitdt im Futter beeinflusst. Dies steht im Gegensatz zu den
Ergebnissen von Deusch et al. (2014), die eine Reduktion des Anteils an Selenomonas im
Kot von Katzen bei einer hohen Proteinaufnahme feststellen konnten. Allerdings konnten
Hooda et al. (2013) bei der Analyse derselben Proben keinen futterungsassoziierten Einfluss
auf dieses Genus aufzeigen. Mdégliche Erklarungsansatze kénnten Unterschiede in der
Analysemethode (lllumina® (Deusch et al., 2014) vs. Pyrosequenzierung (Hooda et al.,
2013)) oder statistischen Datenauswertung darstellen (Hooda et al., 2013; Deusch et al.,
2014). So konnte bei dem Vergleich der Ergebnisse beider Studien gezeigt werden, dass die
bakterielle Zusammensetzung im Kot der Katzen bereits auf Phylumebene Unterschiede in
der prozentualen Verteilung aufwies (Hooda et al., 2013; Deusch et al., 2014). Das Genus
Selenomonas fermentiert sowohl stickstoff- als auch kohlenstoffhaltige Verbindungen (Ricke
et al., 1996). Die Anpassungsfahigkeit dieses Genus (Ricke et al., 1996) kénnte sowohl den
durch Deusch et al. (2014) beobachteten Anstieg im Kot der Katzen bei einem proteinreichen
Futter, als auch einen fehlenden Effekt bei einer hohen Proteinaufnahme der Katzen in der
vorliegenden Untersuchung erklaren.

Einige der vorliegend detektierten Genera traten in nur wenigen Kotproben der Katzen auf,
sodass ein statistischer Vergleich zwischen den Futterungsgruppen nicht mdglich war.
Hierzu zahlten Atopobium, Leuconostoc, Desulfovibrio, Megamonas, Anaerosptipes,
Raoultella, Bacillus, Cryptobacterium, Propionibacteruim, Ureibacillus, Veillonella,
Arthrobacter, Carnobacterium, Oxobacter, Alistipes, Peptostreptococcus, Vagococcus,
Campylobacter, Anaplasma, Corynebacterium, Pyramidobacter sowie die Familie der
Lachnospiraceae und die Klasse der Betaproteobacteria. Deusch et al. (2014) konnten bei
einem hohen Proteingehalt im Futter héhere Anteile fir Desulfovibrio im Kot von Katzen als
bei einem moderaten Proteingehalt im Futter feststellen. Flr Campylobacter jejuni wurde
eine sehr geringe Pravalenz von 0,8 % im Katzenkot ermittelt (Spain et al., 2001). In einer
weiteren Untersuchung kam diese Spezies mit einem Anteil von nur 0,02 % im Kot von
Katzen vor (Tun et al.,, 2012). Diese Ergebnisse sind in etwa vergleichbar mit den in der
vorliegenden Studie ermittelten Anteilen des Genus Campylobacter (0,01-0,7 %). Ein
hoherer Anteil von Lachnospiraceae in Kotproben von Katzenwelpen wurde von Hooda et al.
(2013) beschrieben, wenn ein hoher statt ein mittlerer Proteingehalt im Futter vorlag.
Allerdings konnten Deusch et al. (2014) bei Analyse derselben Kotproben dieses Ergebnis
nicht bestatigen. Diese Unterschiede zwischen den Ergebnissen von Hooda et al. (2013) und
Deusch et al. (2014) kdnnten, wie bereits zuvor erwadhnt, mit dem Einsatz von verschiedenen
Analysemethoden (lllumina® (Deusch et al., 2014) vs. Pyrosequenzierung (Hooda et al.,

2013)) oder einer unterschiedlichen, statistischen Datenauswertung erklart werden.
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5.3.3.3 Bakterielle Diversitat

Betrachtet man die Ergebnisse in Bezug auf die bakterielle Diversitat im Kot der Katzen, so
konnte kein Einfluss der Proteinkonzentration oder der Proteinqualitdt im Futter auf den
CHAO1-Index sowie auf den Shannon-Weaver-Index festgestellt werden. Die Evenness (E)
war hingegen bei Einsatz der Versuchsdiaten mit einer hohen Proteinqualitat geringer
(P=0,015) als bei der Fitterung der Diaten mit einer geringeren Proteinqualitat. Dies
bedeutet, dass die verschiedenen Bakterienspezies im Kot der Tiere bei einer hohen
Proteinqualitat im Futter unregelmafiger verteilt waren als bei einer geringen Proteinqualitat
im Futter. Dazu liegen bei Katzen allerdings bislang keine weiteren Erkenntnisse im
Schrifttum vor.

Deusch et al. (2014) konnten bei Einsatz eines Futters mit einem hohen Proteingehalt einen
héheren Shannon-Weaver-Index (Index: 4,1) und eine damit verbundene héhere bakterielle
Diversitat in Kotproben von Katzenwelpen als bei der Fitterung einer Diat mit einem
mittleren Proteingehalt (Index: 3,1) aufzeigen. Zudem beobachteten die Autoren geringere
interindividuelle Schwankungen in der Zusammensetzung der Mikrobiota im Kot der Katzen,
wenn das Futter mit einem hohen Proteingehalt eingesetzt wurde (Deusch et al., 2014). Aus
diesem Grund postulierten die Autoren, dass hohe Proteingehalte im Futter eine hdhere
Diversitat und gleichzeitig eine spezialisiertere Mikrobiota im Kot von Katzen bedingen kann
(Deusch et al., 2014).

Im Vergleich zu der vorliegenden Studie konnten Handl et al. (2011) bei gesunden Katzen
geringere Werte fir den Shannon-Weaver-Index, jedoch ahnliche Werte fir die Evenness
ermitteln. Bei Katzen mit Erkrankungen des Gastrointestinaltrakts wurde im Vergleich zu
gesunden Tieren eine Abnahme des CHAO1-Indexes, Shannon-Weaver-Indexes sowie des
Speziesreichtums in Kotproben aufgezeigt (Suchodolski et al., 2015).

Der Aspekt der bakteriellen Diversitat sollte in zukinftigen Studien weiter untersucht werden,

insbesondere im Hinblick auf Katzen mit bestehenden gastrointestinalen Erkrankungen.

5.4 Bakterielle Metaboliten

Die Bestimmung ausgewahlter bakterieller Metaboliten diente dem Ziel, mdgliche
futterungsassoziierte Veranderungen in der metabolischen Aktivitat der fakalen Mikrobiota zu
detektieren. Hierfur wurden die Gehalte an Ammonium, kurzkettigen Fettsauren, Laktat und

biogenen Aminen im Kot der Katzen bestimmt.
5.4.1 Ammonium

Ammoniak entsteht im Dickdarm bei der Deaminierung von Aminosauren (Wrong et al.,
1985; Macfarlane et al., 1986; Blachier et al., 2007) und stellt allgemein ein Produkt des
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mikrobiellen Abbaus von Protein dar (Breves, 2015). Ammoniak liegt bei physiologischen pH-
Werten von 7,21-7,54 (Géabel, 2015) mehrheitlich als Ammonium (NH4*) vor (Langendorf,
1969).

In der vorliegenden Studie flihrten ansteigende Proteingehalte im Futter zu hdheren
Konzentrationen an Ammonium im Kot der Katzen. Die Ergebnisse stimmen mit Daten von
Katzen Uberein (Dekeyzer, 1997; Oldenhage, 2003). Zudem konnte in einer in vitro-Studie
ebenfalls ein Anstieg der Ammoniumkonzentrationen in fakalen Inokula von Katzen bei
hohen Proteingehalten im Futter festgestellt werden (Pinna et al., 2014).

Die Qualitat des Futterproteins Ubte in der vorliegenden Studie keinen Einfluss auf den
Ammoniumgehalt im Kot der Katzen aus. Im Gegensatz dazu konnten Nery et al. (2012) bei
Hunden hohere fakale Ammoniumgehalte bei Einsatz eines Futtermittels mit einer mafRigen
Proteinqualitat aufzeigen als bei der Futterung einer Diat mit einer héheren Proteinqualitat.
Hierbei wurde Gefligelmehl als Proteinquelle von maRiger Qualitdt und Weizenklebermehl
als hochverdauliche Proteinquelle eingesetzt (Nery et al., 2012). Die Autoren vermuteten,
dass die geringere prazakale Verdaulichkeit von Gefligelmehl zu einer héheren mikrobiellen
Proteinfermentation im Dickdarm und einem damit verbundenen vermehrten Anfall von
Ammonium filhrte (Nery et al., 2012). Ahnliche Ergebnisse ergab eine Untersuchung mit
Schweinen, in welcher Futtermittel mit einer geringen Rohproteinverdaulichkeit ebenfalls zu
héheren Ammoniumkonzentrationen in der Digesta von Ferkeln fiihrten (Pieper et al., 2012).
Insgesamt kann anhand der Ergebnisse der vorliegenden Studie vermutet werden, dass der
Einsatz von Futtermitteln mit einem hohen Proteingehalt bei Katzen zu einer erhohten
metabolischen Aktivitat peptidolytischer Bakterien im Darm geflhrt hat. Dieses kdnnte mit
der beobachteten Zunahme der Genera Bacteroides und Fusobacterium bei hohen

Proteingehalten im Futter zusammenhangen.

5.4.2 Biogene Amine

Biogene Amine spielen zum einen eine Rolle im Stoffwechsel von Pflanzen, Tieren und
Mikroorganismen (Ladero Losada et al., 2010). Zum anderen sind sie Produkte der
mikrobiellen Proteinfermentation (Mortensen und Clausen, 1996; Williams et al., 2005) und
entstehen durch mikrobielle Decarboxylierung von Aminosauren (Blachier et al., 2007;
Ladero Losada et al., 2010). Die in der vorliegenden Studie untersuchten biogenen Amine
Histamin, Cadaverin, Putrescin und Thyramin entstehen beim Abbau der Aminosauren
Histidin, Lysin, Ornithin und Tyramin (Teti et al., 2002; Ladero Losada et al., 2010; Peggq,
2013). Zudem kann aus Putrescin Spermidin sowie aus Spermidin Spermin gebildet werden
(Tabor und Tabor, 1985; Ikeguchi et al., 2006; Pegg und Michael, 2010; Pegg, 2013).
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In der vorliegenden Studie fuhrten ansteigende Proteingehalte im Futter zu einer Abnahme
an Histamin und Cadaverin sowie des Gesamtgehalts an biogenen Aminen im Kot der
Katzen. Diese Beobachtungen stehen im Gegensatz zu Ergebnissen einer in-vitro Studie von
Pinna et al. (2014), in welcher Suspensionen aus Katzenkot und Futtermitteln mit niedrigem
(135 g/kg) und hohem Proteingehalt (311 g/kg) inkubiert wurden. Die Autoren konnten bei
einem hohen Proteingehalt im Futter héhere Gehalte an Cadaverin, Putrescin, Spermidin
und Spermin im Kot der Katzen messen (Pinna et al.,, 2014). Vergleichbare Ergebnisse
wurden auch bei Ferkeln erzielt (Pieper et al., 2012; 2014). So fuhrte die Zulage von
Sojamehl, welches durch Hitzeschadigung eine reduzierte in vitro-Verdaulichkeit zeigte, zu
der Ration zu einem Anstieg der Putrescin- und Histaminkonzentration in Koloninhalten der
Ferkel (Pieper et al., 2012). In einer weiteren Untersuchung mit Ferkeln konnte bei Einsatz
eines proteinreichen Futters ebenfalls ein Anstieg biogener Amine in der Digesta gemessen
werden (Pieper et al., 2014). So wurde in ilealer Digesta ein Anstieg der
Putrescinkonzentration und der Gesamtamine festgestellt, wahrend in Zakuminhalten der
Gehalt an Histamin und in Koloninhalten die Konzentration von Cadaverin anstieg (Pieper et
al., 2014). Auch Fan et al. (2017) beobachteten bei einer Reduktion des Rohproteingehalts
im Futter von 16 % auf 13 % in der TS eine Abnahme der Histamin-, Spermidin- und
Putrescinkonzentrationen in der Kolondigesta von Schweinen.

In einer weiteren Studie fuhrten dagegen Diaten mit einem abnehmenden Proteingehalt
(17 % und 15 % Rp in der TS) zu einem Anstieg der Konzentrationen an Gesamtaminen
sowie Spermidin in der Kolondigesta von Schweinen im Vergleich zu Diaten mit einem
moderaten (20 % Rp in der TS) und sehr geringem Proteingehalt (14 % Rp in der TS) (Peng
et al., 2017). Zudem wurden hdhere Tyramingehalte in der Kolondigesta bei Einsatz von
Diaten mit geringem Proteingehalt (15 % und 14 % Rp in der TS) gemessen als bei
Fatterung der Diat mit einem moderaten Proteingehalt (20 % Rp in der TS) (Peng et al.,
2017).

Biogene Amine werden beispielsweise von Bacteroides, Bifidobacterium spp., Clostridium
spp., Enterobacteriaceae, Laktobazillen und Streptokokken gebildet (Rist et al., 2013) und
sind fir den Organismus in Bezug auf den zellularen Stoffwechsel (Pegg und McCann, 1982;
Pegg, 2013) sowie flir das Immunsystem (Fan et al., 2015) bedeutsam.

Beim Vergleich zwischen den angefiihrten Untersuchungen sowie den Ergebnissen der
vorliegenden Studie sollte die Untersuchung unterschiedlichen Probenmaterials (ileale
Digesta, Zakum- und Kolondigesta bzw. Kot) berticksichtigt werden, da eine Beeinflussung
der Ergebnisse durch Absorptions- und Metabolisierungsprozesse durch das
Dickdarmepithel (Hughes et al., 2000; Aschenbach et al., 2006) moglich ist.
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Insgesamt betrachtet kann die Ursache der in der vorliegenden Studie beobachteten
Abnahme der Konzentrationen an biogenen Aminen im Kot der Katzen bei steigenden
Proteingehalten im Futter nicht abschlieliend geklart werden. Zukinftige Studien sollten
daher darauf abzielen, die Zusammenhange zwischen dem Gehalt an biogenen Aminen im
Kot von Katzen und einem hohen Proteingehalt bzw. einer geringen Proteinqualitat im Futter

weitergehend zu untersuchen.

5.4.3 Kurzkettige Fettsauren

Die kurzkettigen Fettsduren Essigsaure, Propionsdure und Buttersdure werden bei der
mikrobiellen Fermentation von Kohlenhydraten (Cummings et al., 1987; Reilly und Rombeau,
1993) und Proteinen gebildet (Macfarlane und Allison, 1986; Macfarlane und Macfarlane,
2012). Zudem entstehen durch den mikrobiellen Abbau der Aminosauren Valin, Isoleucin
und Leucin die verzweigtkettigen Fettsauren i-Buttersdure, 2-Methylbuttersaure und i-
Valeriansaure (Rasmussen et al., 1988; Mortensen und Clausen, 1996; Williams et al., 2005;
Nyangale et al., 2012; Verbeke et al., 2015). Der Gehalt an verzweigtkettigen Fettsduren im
Kot kann fir die Beurteilung der Proteinfermentation von Darmbakterien herangezogen
werden (Macfarlane et al., 1986; Blachier et al., 2007; Macfarlane und Macfarlane, 2012;
Scott et al., 2013). Kurzkettige Fettsduren dienen dem Darmepithel als Energielieferanten
(Roediger, 1980; Cummings, 1995; Fung et al., 2012). Daneben kdnnen sie zu einer
Absenkung des luminalen pH-Werts im Darm flhren (Louis et al., 2007; Pinna et al., 2014)
und somit das Wachstum potenziell pathogener Bakterien hemmen (Prohaszka et al., 1990;
Cherrington et al., 1991; Duncan et al., 2009).

Nery et al. (2012) zeigten in einer Studie mit Hunden, dass hohe Proteingehalte (38 bzw.
39 % Rp in der TS) im Vergleich zu einem niedrigen Proteingehalt (21 % Rp in der TS) im
Futter zu einem Anstieg an verzweigtkettigen Fettsduren im Kot flhrten. Zudem wurden
hohere Gehalte an verzweigtkettigen Fettsauren im Kot der Hunde bei Einsatz eines Futters
mit Gefligelmehl im Vergleich zu einem Futter mit Weizenklebermehl beobachtet (Nery et
al., 2012). Vor dem Hintergrund dieser Ergebnisse haben die Autoren vermutet, dass eine
verstarkte mikrobielle Fermentation von Protein im Dickdarm der Tiere bei Einsatz des
Futters auf Basis von Gefligelmehl stattgefunden hat (Nery et al., 2012). In diesem
Zusammenhang wurde in einer in vitro-Studie mit Kotsuspensionen von Katzen ebenfalls ein
Anstieg verzweigtkettiger Fettsduren und damit eine erhOhte peptidolytische Aktivitat der
fakalen Mikrobiota aufgezeigt, wenn der Kot mit einem Futter mit einem hohen Proteingehalt
(311 g/kg) inkubiert wurde verglichen zu einer Inkubation mit einem Futter mit einem

geringen Proteingehalt (135 g/kg) (Pinna et al., 2014).
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Basierend auf diesen Studien wurde fir die vorliegende Arbeit die Hypothese aufgestellt,
dass neben einem hohen Proteingehalt zudem eine geringe Proteinqualitat im Futter zu einer
Zunahme der Konzentration an verzweigtkettigen Fettsauren im Kot von Katzen und somit zu
einer Zunahme der peptidolytischen Aktivitat der intestinalen Mikrobiota fihren kann.

In der vorliegenden Arbeit nahmen die Konzentrationen an i-Valeriansdure und n-
Valeriansaure in den Kotproben der Katzen mit steigenden Proteingehalten in den
Versuchsdiaten zu. In Anlehnung an Studien von Nery et al. (2012) und Pinna et al. (2014)
kann aufgrund der Zunahme von i-Valeriansdure auf eine vermehrte mikrobielle
Fermentation von prazakal unverdautem Eiwei® im Dickdarm geschlossen werden. Dies
bestatigt ebenfalls der in der vorliegenden Arbeit beobachtete Anstieg der fakalen
Ammoniumkonzentrationen bei steigenden Proteingehalten im Futter (siehe Abschnitt 5.4.1).
Die fakalen Konzentrationen an Essigsaure, Propionsaure und n-Buttersaure sowie der
Gesamtgehalt an kurzkettigen Fettsduren im Kot der Katzen wurden in der vorliegenden
Studie nicht durch die Futterung beeinflusst. Dagegen konnten Pinna et al. (2014) in einer in
vitro-Studie von fakalen Kulturen mit einem proteinreichen Futter eine Abnahme der
Konzentrationen an Essigsaure und Propionsaure sowie des Gesamtgehalts an kurzkettigen
Fettsauren und eine Zunahme der Konzentrationen an n-Buttersdure beobachten. Eine
mogliche Ursache fur diese Diskrepanz zwischen den Ergebnissen der in vitro-Studie von
Pinna et al. (2014) und der vorliegenden Arbeit kdnnte die rasche Absorption kurzkettiger
Fettsduren aus dem Darmlumen sein (McNeil et al., 1978; Ruppin et al., 1980; Roediger und
Moore, 1981; Louis et al., 2014), da hierdurch lediglich ein geringer Anteil (5 %) der
urspringlich im Darm vorhandenen Konzentration an kurzkettigen Fettsguren im Kot
messbar war (Topping und Clifton, 2001). Vor diesem Hintergrund sollte bertcksichtigt
werden, dass eine Ubertragung der Ergebnisse aus Kotanalysen auf die tatséchlichen
Verhaltnisse im Dickdarm nicht uneingeschrankt méglich ist (Cummings et al., 1987). Zudem
sollte bertcksichtigt werden, dass Buttersaure, Essigsdaure und Propionsdure beim
mikrobiellen Abbau von Protein, jedoch auch von prazékal unverdauten Kohlenhydraten
gebildet werden (Macfarlane und Macfarlane, 2012; Nery et al., 2012). Ein Einfluss des
Kohlenhydratanteils im Futter auf die Konzentrationen an kurzkettigen Fettsauren im Kot der
Katzen kann daher flr die vorliegende Studie nicht ausgeschlossen werden.

Bei Betrachtung der prozentualen Anteile der jeweiligen kurzkettigen Fettsduren an der
Gesamtkonzentration an kurzkettigen Fettsauren wurde mit steigendem Proteingehalt im
Futter eine Zunahme an n-Valeriansaure sowie eine Abnahme an Propionsaure im Kot der
Katzen detektiert. Diese Beobachtung steht in Ubereinkunft mit den oben erlauterten
futterungsassoziierten Effekten auf den Gehalt an n-Valeriansdure im Kot der Tiere. Im

Gegensatz dazu wurde der Gehalt an Propionsaure nicht durch die Futterung beeinflusst.
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Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung lassen vermuten, dass der Einfluss des
Proteingehalts im Futter auf die peptidolytische Aktivitat der intestinalen Mikrobiota von
Katzen grof3er ist als der Einfluss der Qualitat des Futterproteins. Im Hinblick auf zum Teil
abweichende Ergebnisse aus der Literatur sollte allerdings berlcksichtigt werden, dass sich

die eingesetzten Proteinquellen zwischen den Arbeiten unterschieden.

5.4.4 D/L-Laktat

Allgemein entsteht Laktat als Zwischenprodukt bei der bakteriellen Fermentation von
Kohlenhydraten im Dickdarm (Macfarlane und Macfarlane, 2003; Macfarlane und
Macfarlane, 2012) und kann beispielweise durch Bacteroides, Clostridien Desulfovibrio,
Enterobakterien, Propionibacterium und anaerobe Kokken weiter verstoffwechselt werden
(Macfarlane und Macfarlane, 2012). Neben den positiv bewerteten Effekten hoher
Konzentrationen an Laktat, wie beispielsweise eine antimikrobielle Wirkung aufgrund einer
Senkung des pH-Werts im Darm (Hinton et al., 1992a; b; Hinton et al., 1993; Swanson et al.,
2002), wurden in der Humanmedizin erhdhte Laktatwerte im Kot von Patienten mit
Erkrankungen des Gastrointestinaltrakts beschrieben (Vernia et al., 1988a; b; Hove et al.,
1994). Im Zusammenhang mit einem moglichen futterungsbedingten Einfluss auf fakale
Laktaktgehalte bei Katzen stellte Kienzle (1994) bei Einsatz kohlenhydratreicher Diaten
(Laktose 11 % und 28 %, Maisstarke 29 % (gekocht) und 35 % (roh), Sucrose 36 %,
Kartoffelstarke (roh) 37 %, Galactose 39 % und Glucose 40 % in der TS) im Vergleich zu
einer kohlenhydratfreien Diat keinen futterungsassoziierten Effekt fest. Allerdings variierten
zudem die Laktatkonzentrationen im Kot der Katzen sehr deutlich (Kienzle, 1994). In einer
weiteren Studie beobachteten Fischer et al. (2012) hdhere Laktatgehalte im Kot von Katzen,
wenn diese eine extrem faserreiche Diat (25,6 % Rfa in der TS) erhielten, im Vergleich zu
einer Kontrolldiat, die immerhin noch 11,5 % Rfa in der TS enthielt. Bislang existieren bei
Katzen keine Untersuchungen zu dem Einfluss des Proteingehalts sowie der Qualitat des
Proteins im Futter auf fakale Laktatgehalte. Die Laktatkonzentrationen im Kot der Katzen
wurden in der vorliegenden Arbeit nicht durch die Fultterung beeinflusst. Hierbei sollte
bericksichtigt werden, dass fur eine Vielzahl der Proben die Messwerte unterhalb der
Nachweisgrenze lagen, sodass eine vorsichtige Interpretation der Ergebnisse erfolgen sollte.
Duncan et al. (2004) identifizierten im Kot von gesunden Menschen laktatverwertende
Bakterien, von denen einige verwandt mit Eubacterium hallii und Anaerostipes caccae sind,
sowie weitere, die dem C. coccoides Cluster XIVa angehdren. Es besteht die Vermutung,
dass das Vorkommen dieser Bakteriengruppen beim Menschen eine mdgliche Ursache fir
geringe Laktatkonzentrationen im Kot darstellt (Duncan et al., 2004; Louis et al., 2007). In

der vorliegenden Arbeit wurde, unabhangig von der Fitterung, ein relativ hohes Vorkommen

106



Diskussion

(9,91 log1o Kopienzahl/g FS) von Vertretern des C. coccoides-Clusters XlVa im Kot der
Katzen festgestellt. Somit kann ebenfalls vermutet werden, dass das Vorliegen von
Laktatverwertern zu den geringen Laktatkonzentrationen im Kot der Katzen beigetragen hat.
Aufgrund der Tatsache, dass Laktat jedoch von einer Vielzahl an Bakterien gebildet wird
(Duncan et al.,, 2004), wie Atopobium spp., Bacteroides spp., Bifidobacterium spp.,
Clostridium spp., Enterobacterium spp., Enterococcus spp., Eubacterium spp., Lactobacillus
spp., Faecalibacterium spp., Fusobacterium spp., Peptococcus spp., Peptostreptococcus
spp., Ruminococcus spp. und Streptococcus spp. (Macfarlane und Macfarlane, 2012), und
wiederum von anderen Bakterien weiter verstoffwechselt werden kann (Reilly und Rombeau,
1993; Duncan et al., 2004; Macfarlane und Macfarlane, 2012) oder der Absorption im Darm
unterliegt (Macfarlane und Macfarlane, 2012), kann die Ursache der vorliegend
beobachteten geringen Laktatkonzentrationen im Kot der Katzen nicht abschlieRend geklart

werden.
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5.5 Schlussfolgerung

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, inwiefern die Proteinkonzentration sowie die
Proteinqualitdt im Futter die Zusammensetzung der fakalen Mikrobiota von Katzen
beeinflusst. Daneben diente die Messung ausgewahlter Metaboliten der Beurteilung der

metabolischen Aktivitat der intestinalen Mikrobiota.

Die erzielten Ergebnisse koénnen helfen, die Relevanz des Futterproteins fur die
Zusammensetzung und Stoffwechselaktivitdt der Darmbakterien bei Katzen besser zu
beschreiben sowie weiterflihrende Studien und diatetische Konzepte zu entwickeln, um bei
gesunden und erkrankten Tieren gezielte Futterungsmalinahmen zur Stabilisierung der

intestinalen Mikrobiota ergreifen zu kénnen.
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6 Zusammenfassung

Thies, Louisa:

Untersuchungen zum Einfluss des Proteingehalts sowie der Proteinqualitat im Futter

auf die fikale Mikrobiota von Katzen

Ziel der vorliegenden Untersuchung war es, den Einfluss des Proteingehalts sowie der
Proteinqualitat im Futter auf die Zusammensetzung und Stoffwechselaktivitat der intestinalen
Mikrobiota von Katzen zu untersuchen. Die Hypothese des Versuchs lautete, dass die
Proteinmenge und die -qualitat im Futter einen Effekt auf mikrobielle Parameter haben.

In einem Futterungsversuch wurden sechs Futtermittel, welche drei verschiedene
Proteinkonzentrationen und zwei verschiedene Proteinqualitaten (bindegewebsarm bzw. -
reich) aufwiesen, bei insgesamt zehn adulten gesunden Katzen eingesetzt. Das
Studiendesign im Sinne eines randomisierten lateinischen Quadrats ermdglichte eine
zeitgleiche Verwendung aller sechs Versuchsfuttermittel. Die Tiere erhielten dabei jedes
Versuchsfuttermittel tber einen Zeitraum von sechs Wochen. Die in der vorliegenden Arbeit
untersuchten Kotproben wurden jeweils an den Tagen 41-42 einer jeden Futterungsperiode
gesammelt und bis zur weiteren Analytik bei -80 °C gelagert.

Die Sequenzierung der V3-V4 Regionen des 16S rRNA-Gens mithilfe der Illumina®
Sequenzierung ergab, dass im Kot von Katzen futterungsunabhangig das Genus Clostridium
mit einem Anteil von etwa 20 % auftrat sowie das Genus Blautia mit rund 17 %. Daneben
wurden Anteile zwischen 4 % und 5 % fiir die Genera Prevotella, Collinsella, Fusobacterium
und Eubacterium ermittelt, wahrend die Mehrheit der im Kot der Katzen detektierten Genera
Anteile unter 1 % aufwies. Fltterungsassoziierte Veranderungen in der Zusammensetzung
der fakalen Mikrobiota der Katzen wurden insbesondere fir die Genera Fusobacterium,
Bacteroides, Prevotella und Faecalibacterium beobachtet. So fiihrten ansteigende
Proteingehalte im Futter zu einer relativen Zunahme von Fusobacterium und Bacteroides,
wahrend die relativen Anteile an Prevotella und Faecalibacterium abnahmen. Zudem
resultierte der Einsatz einer geringen Proteinqualitat in den Versuchsfuttermitteln in einem
Anstieg des Anteils an Fusobacterium im Kot der Katzen. Die Untersuchung mittels gPCR
ergab einen Anstieg des C. coccoides-Clusters XIVa im Kot der Katzen bei Einsatz der
Diaten mit einer geringeren Proteinqualitdt. Zusammengefasst konnte anhand der
Untersuchungen ein Anstieg vorwiegend peptidolytischer Bakterien, wie beispielsweise

Bacteroides und Fusobacterium im Kot von Katzen bei einer hohen Proteinaufnahme
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festgestellt werden, wohingegen der Einfluss der Proteinqualitat im Futter weniger deutlich
ausfiel.

Neben der Untersuchung der Zusammensetzung der fakalen Mikrobiota von Katzen anhand
molekularbiologischer Analysen dienten chemisch-analytische Methoden in der vorliegenden
Studie dazu, den Einfluss des Proteingehalts sowie der Proteinqualitdt im Futter auf die
Stoffwechselaktivitat der intestinalen Mikrobiota der Katzen zu untersuchen. Hierbei konnte
gezeigt werden, dass die Qualitdt des Futterproteins keinen Einfluss auf die untersuchten
bakteriellen Metaboliten (Ammonium, biogenen Amine, D-/L-Laktat sowie die kurzkettigen
Fettsauren) im Kot der Katzen auslbte. Dagegen flihrten hohe Proteingehalte im Futter zu
einem Anstieg der Ammonium- und i-Valeriansdurekonzentrationen im Kot sowie zu einer
Abnahme der fakalen Histamin- und Cadaveringehalte. Insgesamt kann anhand dieser
Ergebnisse eine vermehrte peptidolytische Aktivitdt der intestinalen Mikrobiota bei einem
hohen Proteingehalt im Futter vermutet werden. Die Ursache fur die beobachteten
abnehmenden Konzentrationen an biogenen Aminen im Kot bei einer hohen
Proteinaufnahme der Katzen kann jedoch nicht abschlieRend geklart werden, sodass dieser
Aspekt in zuklnftigen Studien weiter untersucht werden sollte.

Bei zusammenfassender Betrachtung der vorliegenden Ergebnisse kann gesagt werden,
dass die Zusammensetzung und die Stoffwechselaktivitat der intestinalen Mikrobiota von
Katzen eher durch die Proteinkonzentration als durch die Proteinqualitat im Futter beeinflusst
wurde. Die vorliegende Arbeit tragt somit zu einem verbesserten Verstandnis der Effekte des
Futterproteins auf die intestinale Mikrobiota von Katzen bei. Die Ergebnisse kénnen helfen,
weiterfuhrende Studien und diatetische Ma3nahmen zu entwickeln, um die Darmgesundheit

sowohl von gesunden als auch von erkrankten Katzen gezielt zu unterstutzen.
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7 Summary

Thies, Louisa:

Investigations on the impact of dietary protein concentration and quality on the fecal

microbiota in cats

The objective of this study was to investigate the impact of dietary protein concentration and
quality on the composition and metabolic activity of the intestinal microbiota in cats. The
hypothesis of the study was that dietary protein concentration and quality can affect microbial
traits.

In a feeding trial, six different diets varying in protein quantity and quality (lower or higher
amount of connective tissue) were offered to ten clinically healthy adults cats. A randomized
latin square cross over design allowed simultaneous use of all six diets. Cats received each
diet over a period of six weeks. Fecal samples examined in this study were collected on day
41 or 42 of each feeding period and were stored at -80 °C until further analysed.

Sequencing the V3-V4-region of the 16S rRNA-gene by lllumina® showed that the relative
abundance of the genus Clostridium in feline fecal samples was over 20 % and of the genus
Blautia approximately 17 %, regardless of the used diet. In addition, the prevalence of the
genera Prevotella, Collinsella, Fusobacterium and Eubacterium reached between 4 and 5 %.
However, the majority of all detected genera in cat feces showed proportions below 1 %.
Dietary associated changes in the composition of feline fecal microbiota were determined for
the relative abundance of Fusobacterium, Bacteroides, Prevotella and Faecalibacterium. In
particular, increasing protein concentrations led to a higher relative abundance of
Fusobacterium and Bacteroides, whereas the relative abundance of Prevotella and
Faecalibacterium decreased. Moreover, low protein quality of the diets resulted in an
increase of the relative abundance of Fusobacterium in feline feces.

Investigations of fecal samples by use of gPCR showed an increase of C. coccoides-Cluster
XlIVa in fecal samples when cats received a diet with low protein quality.

Taken together, molecular methods revealed an increase of predominantly peptidolytic
bacteria, especially Fusobacterium and Bacteorides in feces of cats with a higher protein
intake, whereas the impact of protein quality was not as distinct.

Apart from the investigation of the microbial composition of feline fecal microbiota with
molecular biological analyses, further chemical analyis were used in this study to assess the
effect of dietary protein content and protein quality on the metabolic activity of the intestinal

microbiota in cats. Dietary protein quality showed no effect on investigated bacterial
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metabolites, such as ammonia, biogenic amines, D-/L-lactate and short chain fatty acids in
feline fecal samples. In contrast, high dietary protein levels led to an increase of fecal
ammonia and i-valeric acid concentrations and to a decrease of fecal histamine and
cadaverine concentrations.

Based on the results, it can be presumed that high dietary protein levels caused an increase
of peptidolytic activity of the intestinal microbiota. However, the cause of the observed
decreasing concentrations of biogenic amines in the feces of the cats fed a diet high in
dietary protein has not been fully clarified. Therefore, further studies are required to
investigate this aspect more thoroughly.

In conclusion, the results of the present study lead to the assumption that the composition
and metabolic activity of the intestinal microbiota in cats is more distinctly influenced by
dietary protein concentration than protein quality. The present study contributes to an
improved understanding of the effects of dietary protein on the intestinal microbiota in cats.
The results can help to develop further studies and dietetic strategies to support specifically

gastrointestinal health in both healthy and diseased cats.
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9 Anhang
A 1 Weender Analyse

Tabelle A 1: Ubersicht der Gerate und Chemikalien fiir die Weender Analyse

Bezeichnung

Hersteller

Stadt, (Staat,) Land

Gefriertrocknungsanlage, Alpha 1-4

LSC

Grindomix GM 200 (fir

Futtermittelproben)

Ultra-Zentrifugalmihle ZM 200 (fur

Kotproben)
Analysewaage Typ Genius

Heraeus® Trockenschrank T5042

Exsikkator: Duran®, DN 300,

Exsikkator-Deckel; mit Tubus NS

24/29 Novus
Muffelofen: Heraeus® M 110

Makro-Elementaranalysator vario

max CN
XT4 Filter Bags
Petroleumbenzin (reinst)

Extraktionssystem B-811

Lacktrockenschrank LUT 6050 F

ANKOM 2000 Fiber Analyzer
F57 Filter Bags
Schwefelsaure (1,25 %)
Natriumhydroxid (1,25 %)
Salzsaure (36-38 %)
Sandbad

Faltenfilter (Whatman 595 %, 125

mm)

Atomabsorptionsspektrophotometer

vario 6
Salpetersaure (65 %)
Ammoniumvanadat

Photometer Ultrospec 2100 pro

Martin Christ
Gefriertrocknungsanlagen
GmbH

Retsch GmbH

Retsch GmbH

Sartorius AG
Heraeus Holding GmbH
Duran Group GmbH

Heraeus Holding GmbH
Elementar Analysesysteme
GmbH

ANKOM Technology

Merck KGaA

BUCHI Labortechnik GmbH

Thermo Fisher Scientific Inc.

ANKOM Technology

ANKOM Technology

J.T. Baker

Carl ROTH GmbH und Co. KG
J.T. Baker

Harry Gestigkeit GmbH

GE Healthcare

Analytik Jena AG

Merck KGaA
Merck KGaA
Amersham Pharmacia Biotech

Inc.

Osterode am Harz,

Deutschland

Haan, DE

Haan, DE

Géttingen, DE
Hanau, DE
Wertheim/Main, DE

Hanau, DE
Hanau, DE

Macedon, (New York,) USA
Darmstadt, DE

Essen, DE

Waltham, (Massachusetts,)
USA

Macedon, (New York,) USA
Macedon, (New York,) USA
Griesheim, DE

Karlsruhe, DE

Griesheim, DE

Dusseldorf, DE

Little Chalfont, UK

Jena, DE

Darmstadt, DE

Darmstadt, D DE eutschland
Piscataway, (New Jersey,)
USA
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A 2 Bestimmung der Mineralstoffgehalte

Tabelle A 2: Ubersicht der Gerate und Chemikalien fiir die Mineralstoffbestimmung

Bezeichnung Hersteller Stadt, (Staat,) Land
Salzsaure (36-38 %) J.T. Baker Griesheim, DE
Sandbad Harry Gestigkeit Dusseldorf, DE
GmbH
Faltenfilter (Whatman 595 %, 125 mm) GE Healthcare Little Chalfont, UK
Atomabsorptionssprektrometer vario 6 Analytik Jena AG Jena, DE
Salpetersaure (65 %) Merck KGaA Darmstadt, DE
Ammoniumvanadat Merck KGaA Darmstadt, DE

Photometer Ultrospec 2100 pro

Wasseraufbereitungssystem: Milli-Q®

Advantage A10®

Amersham Pharmacia

Biotech Inc.
Merck Millipore in
Merck KGaA

Piscataway, (New
Jersey), USA
Darmstadt, DE

A 3 Messung der Ammoniumkonzentration

Tabelle A 3: Gerate zur Bestimmung der Ammoniumkonzentration

Bezeichnung

Hersteller

Stadt, (Staat,)
Land

Heraeus Fresco 17 Centrifuge

Tecan
Mikrotiterplattenlesegerat,
Infinite M200 Pro

i-control™ Microplate Reader
Software 1.7

Mikrotiterplatte (96 well, PS-
Microplatte, F-Boden,
transparent)
Reinstwassersystem: Genpure

mit Dispenser

Salzsaure (HCL, 1 M)

Thermo Fisher Scientific, Inc

Tecan Group Ltd.

Tecan Group Ltd.

Greiner Bio-One International GmbH

TKA Wasseraufbereitungssysteme
GmbH (in Thermo Fisher Scientific

Inc.)
Carl ROTH GmbH und Co. KG

Waltham,
(Massachusetts,)
USA

Mannedorf, CH

Méannedorf, CH

Kremsmunster, AT

Niederelbert, DE

Karlsruhe, DE
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Chemikalien zur Ammoniumbestimmung

100 mM MOPS, pH 7,0:
Fir die Herstellung der 100 mM MOPS-L6sung wurden 2,0928 g MOPS (MOPS
PUFFERAN® 3-N-Morpholinopropansulfonsaure, Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland) in 100 ml Reinstwasser geldst und der pH bei + 4 °C auf 7,0 eingestellt.

1000 yM Ammoniumchloridlésung:

Zur Erstellung einer Standardreihe mit bekannten Ammoniumkonzentrationen wurden
0,0535g reines Ammoniumchlorid (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) in 10 ml der
zuvor hergestellten 100 mM MOPS-Lésung geldst, sodass zunachst eine 100 mM
Ammoiumchloridlésung hergestellt wurde. AnschlieRend wurde diese Losung zweimal 1:10
verdunnt, um eine 1000 yM Ammouniumchloridldsung zu erhalten.

Phenolnitroprussid (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, Missouri, USA)

0,2 % ige Natriumhypochloridlésung:

Zur Herstellung einer 0,2 % igen Natriumhypochloridiésung wurde 1 ml 12 % iges
Natriumhypochlorid (Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe) in 59 ml 1 M Natriumhydroxid
(=2 99 %; Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe) gegeben.
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A 4 Bestimmung biogener Amine

Tabelle A 4: Gerate und Reagenzien zur Bestimmung biogener Amine

Bezeichnung Hersteller Stadt, (Staat,)
Land

Biochrom 20Plus (Aminosaurenanalysator) Laborservice Onken Grindau, DE
GmbH

Polyamin-lonenaustauschersaule Laborservice Onken Grindau, DE
GmbH

Schuttler VV 3 VV 3, VWR International Darmstadt, DE
GmbH

Centrifuge 5415 C Eppendorf AG Hamburg, DE

25 mm Cellulose-Acetat- VV 3, VWR International Darmstadt, DE

Spritzenvorsatzfilter (0,45 pm) GmbH

Ninhydrin Laborservice Onken Grindau, DE
GmbH,

157



Anhang

A 5 Gerate und Reagenzien zur Analyse kurzkettiger Fettsauren

Tabelle A 5: Gerate zur Analyse kurzkettiger Fettsduren

Bezeichnung Hersteller Stadt, (Staat), Land
Rattler VV 3 VWR International GmbH Darmstadt, DE
Centrifuge 5415 C Eppendorf AG Hamburg, DE
Screw cap vials Agilent Technologies Inc.  Santa Clara,
(Kalifornien,) USA
Gaschromatograph GC 6890N Agilent Technologies Inc.  Santa Clara,
(Kalifornien,) USA
19095N-123 HP- Saule INNOWAX, Agilent Technologies Inc.  Santa Clara,

Polyethylen Glycol
Gasgenerator: Parker ChromGas 9150

Injektionsspritze

HP ChemStation Software
Wasseraufbereitungssystem: Milli-Q®
Advantage A10°

Hexansaure

Oxalsaure-Dihydrat

Parker Hannifin Corp.
Agilent Technologies Inc.
Agilent Technologies Inc.
Merck Millipore in Merck
KGaA

Sigma-Aldrich Co.

Carl ROTH GmbH und
Co. KG

(Kalifornien,) USA
Cleveland, (Ohio,)
USA

Santa Clara,
(Kalifornien,) USA
Santa Clara,
(Kalifornien,) USA
Darmstadt,

Deutschland

St. Louis, (Missouri,)

USA
Karlsruhe, DE

Verwendete Reagenzien zur Bestimmung der Konzentration kurzkettiger Fettsauren

Standardlésung (0,5 mM) zur Kalibrierung:

SUPELCO 4-6975 ,Volatile Acids Standard Mix“ (10 mM)

Oxalsaure-Dihydrat

Reinstwasser

Stammlosung (10 mM) fir Proben:

Hexansaure
Oxalsaure-Dihydrat

Reinstwasser

50 pl

10 mg
950 ul

250 pl

29

ad 200 ml
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Verdinnungslosung (0,5 mM) fir Proben:

Stammlésung (10 mM)
Oxalsaure-Dihydrat

Reinstwasser

50 ml
109

ad 1000 ml

A 6 Gerate und Chemikalien zur Bestimmung der Konzentrationen von D- und

L-Laktat

Tabelle A 6: Gerate und Reagenzien zur Analyse von D- und L-Laktat

Bezeichnung

Hersteller

Stadt, (Staat,) Land

Heraeus Fresco 21 Microcentrifuge

Cellulose-Acetat-Spritzenvorsatzfilter

(0,45 pm)

Probengefalle: Screw cap vials

HPLC Agilent 1100

Phenomenex C18 4.0 (L mm x 2,0 ID

mm)

Phenomenex Chirex 3126 (D)-
penicillamine (150 x 4,6 mm)

Chromeleon® Software Version 6.80

Kupfer-ll-Sulfat (wasserfrei)

Zinkchlorid Technipur

Wasseraufbereitungssystem: Milli-Q®

Advantage A10°

Thermo Fisher
Scientific Inc.

VWR International
GmbH

Agilent Technologies
Inc.

Agilent Technologies
Inc.

Phenomenex Inc.

Phenomenex Inc.

Dionex Corporation (in
Thermo Fisher
Scientific, Inc.)

Merck KGaA

Merck KGaA

Merck Millipore in
Merck KGaA

Waltham,
(Massachusetts,) USA
Darmstadt, DE

Santa Clara, (Kalifornien,)
USA

Santa Clara, (Kalifornien,)
USA

Torrance, (Kalifornien,)
USA

Torrance, (Kalifornien,)
USA

Sunnyval, (Kalifornien,)
USA

Darmstadt, DE
Darmstadt, DE
Darmstadt, DE

Reagenzien zur Bestimmung des Laktatgehaltes

Kupfer-lI-Sulfat-Losung (2,5 mM):

Kupfer-ll-Sulfat

399,02 mg
2 Propanol 50 ml
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Reinstwasser ad 1000 ml

Kupfer-lI-Sulfat-Lésung (0,5 mM):

Kupfer-ll-Sulfat 79,80 mg
Aqua bidest. ad 1000 ml

Carrez |:

Zinkchlorid 17 mg
Reinstwasser 100 ml

Carrez |l:

Kaliumhexacyanoferrat (I) 15 mg
Reinstwasser 100 ml

A 7 Gerate und Reagenzien zur Extraktion bakterieller DNA aus Kotproben

Tabelle A 7: Gerate und Kits zur Extraktion bakterieller DNA aus Kotproben

Bezeichnung Hersteller

Stadt, (Staat,) Land

Analysewaage Sartorius BP 110S
MP FastPrep 24™ 5G

FastPrep24 Lysing Matrix E-Réhrchen

International,

Instruments Ltd.

AccuBlock™ Digital Dry Bath Labnet
Inc.

PV-1 Vortex Mixer Grant

eppendorf® Centrifuge 5430

QIAamp® DNA Stool Mini Kit

Sartorius AG

MP Biomedicals

MP Biomedicals

Eppendorf AG
QIAGEN GmbH
Eppendorf Safe Lock Tubes (1,5 und 2 ml) Eppendorf AG

Géttingen, Deutschland
Santa Ana, (Kalifornien,)
USA

Santa Ana, (Kalifornien,)
USA

Edison, (New York,) USA

Cambridge, UK

Hamburg, DE

Hilden, DE
Hamburg, DE

160



Anhang

A 8 Bestimmung des Gesamtgehalts an DNA in den Proben

Tabelle A 8: Gerate zur DNA-Konzentrationsbestimmung

Bezeichnung

Hersteller

Stadt, (Staat,) Land

NanoDropTM 3300
Fluorospektrometer
PV-1 Vortex Mixer

Reinstwassersystem: Genpure

mit Dispenser

Wasser (BioScience-Grade,

Nuklease-frei und autoklaviert,

DEPC-behandelt)
Kalibierreihe: Kalbsthymus-
DNA (Type XV)

Natriumchlorid

Trishydroxymethyl-
aminomethan (Tris)
EDTA

Eppendorf Safe Lock Tubes
(1,5 und 2 ml)
Rotilabo®-Reaktionsgefalie
schwarz (1,5 ml)

Hoechst Dye 33258

Thermo Fisher Scientific Inc.

Grant Instruments Ltd.
TKA

Wasseraufbereitungssysteme

GmbH (in Thermo Fisher
Scientific Inc.)

Carl ROTH GmbH und Co.
KG

Sigma-Aldrich Co.

Carl ROTH GmbH und Co.
KG

Carl ROTH GmbH und Co.
KG

Carl ROTH GmbH und Co.
KG

Eppendorf AG

Carl ROTH GmbH und Co.
KG
Sigma-Aldrich Co

Waltham,
(Massachusetts,) USA
Cambridge, UK
Niederelbert, DE

Karlsruhe, DE

St. Louis, (Missouri,)
USA

Karlsruhe, DE
Karlsruhe, DE
Karlsruhe, DE
Hamburg, DE

Karlsruhe, DE

St. Louis, (Missouri,)
USA

TNE-Puffer (10 x):

Reinstwasser 70 ml
NaCl (5 M) 70 ml
Tris-Puffer (1 M) 20 ml
EDTA (0,2 M) 10 ml
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Der pH-Wert wurde mit Salzsaure (HCI; 1M) auf 7,4 HCI eingestellt und die Lésung mit

Nuklease-freiem Wasser auf 200 ml aufgefillt.

TNE-Puffer (1 x):
TNE (10 x)

Nuklease-freies Wasser

Danach Sterilfiltration

Stammldsung (10 mg/ml):
Hoechst Dye 33258 Farbstoffs

Nuklease-freies Wasser

Verdinnte Stammldsung (100 pg/ml):

Stammlésung (10 mg/ml)
TNE (1 %)

Arbeitslésung (200 ng/ml):

Schritt 1

Verdinnte Stammlésung (100 pg/ml)
TNE (1 %)

Schritt 2

TNE (1 %)

5ml
45 ml|

25 mg
2,5ml

5 pl
495 yl

2 ul
98 ul

ad 1000 pl

Alle Lésungen wurden in schwarzen Reaktionsgefalen hergestellt, sodass die Lésungen vor

Licht geschutzt waren.

A 9 Test-qPCR auf Inhibitoren

Fur die Test-gPCR wurden die Reaktionsansatze zu je 25 pl pipettiert.

25 ul Ansatz bestehend aus:

12,5 ul Master Mix

1ul Primer 1 (10 yM):

1l Primer 2 (10 uM):

9,5 ul Nuklease-freies Wasser
1l der jeweiligen Probe

(Gesamtvolumen / 2)
(Gesamtvolumen / 25 = 0,4 yM)
(Gesamtvolumen / 25 = 0,4 uM)

(Gesamtvolumen — [Summe aller Komponenten])
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Tabelle A 9: Gerate und Produkte fir Test-gPCR

Bezeichnung

Hersteller

Stadt, (Staat,)
Land

Brilliant Il SYBR® Green Low ROX QPCR
Master Mix

Primer

PCR-Produkte

Wasser (BioScience-Grade, Nuklease-frei
und autoklaviert, DEPC-behandelt)

PV-1 Vortex Mixer

Optical tube strips (8x Strip)

Optical caps strips (8x Strip)

Stratagene Mx3000Pro Thermocycler

MxPro QPCR Software

Eppendorf Safe Lock Tubes (1,5 und 2 ml)

Agilent Technologies Inc.

Eurofins Genomics
Institut flr Tiererndhrung
der Freien Universitat

Berlin

Carl ROTH GmbH und Co.

KG

Grant Instruments Ltd.
Agilent Technologies Inc.
Agilent Technologies Inc.
Agilent Technologies Inc.

Agilent Technologies Inc.

Eppendorf AG

Santa Clara,
(Kalifornien,) USA
Ebersberg, DE
Berlin, DE

Karlsruhe, DE

Cambridge, UK
Santa Clara,
(Kalifornien,) USA
Santa Clara,
(Kalifornien,) USA
Santa Clara,
(Kalifornien,) USA
Santa Clara,
(Kalifornien,) USA
Hamburg, DE
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Tabelle A 10: Verwendete Primer fir die Test-gPCR

Bakterien- Primer Sequenz Linge Temperatur Quelle
gruppe (Bp) (°C)

C. g-Ccoc- 5'-AAA TGA CGG TAC CTG ACT AA-3' 455 60 Matsuki

coccoides- F etal.

Cluster g-Ccoc- 5-CTT TGAGTT TCATTC TTG CGA (2004)

XIVa R A-3'

Tabelle A 11: Temperaturprogramm der Test-PCR

Phase Dauer Temperatur (°C) Anzahl der Zyklen
Initialisierung 15 Min. 95 1
Denaturierung 15-30s 95
Anlagerung 30-60 s 48-63 40
Elongation 30-60 s 72
Schmelzkurve 60 s 25 1

A 10 Quantitative Real-Time PCR

Die Berechnung der PCR-Reaktionsansatze erfolgte mit folgender Formel:

25 ul Ansatz bestehend aus:

12,5 pl Master Mix (Gesamtvolumen / 2)

1l Primer 1 (10 uM): (Gesamtvolumen / 50 = 0,2 yM)

1 ul Primer 2 (10 uM): (Gesamtvolumen / 50 = 0,2 yM)

9,5 pl Nuklease-freies Wasser (Gesamtvolumen — [Summe aller Komponenten])
1l der jeweiligen Probe

Fur die Herstellung der Real-Time PCR-Reaktionslésung fir die Vertreter des C. leptum-

Clusters IV und fur die Enterobacteriaceae wurde folgende Formel verwendet:

25 ul Ansatz bestehend aus:

12,5 ul Master Mix (Gesamtvolumen / 2)

1,5 ul Primer 1 (10 uM): (Gesamtvolumen / 16,67 = 0,6 uM)

1,5 ul Primer 2 (10 uM): (Gesamtvolumen / 16,67 = 0,6 uM)

8,5 ul Nuklease-freies Wasser (Gesamtvolumen — [Summe aller Komponenten])
1ul der jeweiligen Probe (1:10 Verdunnung)
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Tabelle A 12: Verwendete Gerate und Produkte fur die gPCR

Bezeichnung

Hersteller

Stadt, Staat, Land

Brilliant Il SYBR® Green Low ROX QPCR
Master Mix

Primer

PCR-Produkte

Wasser (BioScience-Grade, Nuklease-frei
und autoklaviert, DEPC-behandelt)
PV-1 Vortex Mixer

Stratagene Mx3000Pro Thermocycler

MxPro QPCR Software

Optical tube strips (8x Strip)

Optical caps strips (8x Strip)

Eppendorf Safe Lock Tubes (1,5 und 2 ml)

Agilent Technologies
Inc.

Eurofins Genomics

Institut far
Tierernahrung der
Freien Universitat Berlin
Carl ROTH GmbH und
Co. KG

Grant Instruments Ltd.

Agilent Technologies
Inc.

Agilent Technologies
Inc.

Agilent Technologies
Inc.

Agilent Technologies
Inc.

Eppendorf AG

Santa Clara,
(Kalifornien,) USA
Ebersberg, DE

Berlin, DE

Karlsruhe, DE

Cambridge, UK

Santa Clara,
(Kalifornien,) USA
Santa Clara,
(Kalifornien,) USA
Santa Clara,
(Kalifornien,) USA
Santa Clara,
(Kalifornien,) USA
Hamburg, DE
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Tabelle A 13: In dieser Arbeit verwendete Primer fur die verschiedenen gPCRs

Bakteriengruppe/ Primer Sequenz Liange Temperatur Quelle
-spezies (Bp) (°C)
Bacteroides/ BPP1 5'-GGT GTC GGC TTA AGT GCC AT-3' 147 55 Rinttila et al. (2004)
Prevotella/
BPP2 5'-CGG AYG TAA GGG CCG TGC-3'
Porphyromonas
Bifidobacterium spp.  g-BIFID-F 5-TCG CGT CYG GTG TGA AAG-3' 251 58 Rinttila et al. (2004)
g-BIFID-R 5'-CCA CAT CCA GCR TCC AC-3'
Clostridien-Cluster |  CI-F1 5'-TAC CHR AGG AGG AAG CCA C-3' 239 63 Song et al. (2004)
CI-R2 5'-GTT CTT CCT AAT CTC TAC GCA T-3'
Clostridium leptum- sg-Clept-F 5'-GCA CAA GCA GTG GAG T-3' 253 60 Matsuki et al. (2004)
Cluster IV sg-Clept-R 5'-CTT CCT CCG TTT TGT CAA-3'
Clostridium g-Ccoc-F 5'-AAA TGA CGG TAC CTG ACT AA-3' 455 60 Matsuki et al. (2002)
coccoides-Cluster
g-Ccoc-R 5-CTT TGAGTT TCATTC TTG CGA A-3'
XlVa
E. coli/Hafnia/ Entero-F 5-GTT AAT ACC TTT GCT CAT TGA-3' 354 55 Malinen et al. (2003)
Shigella
Entero-R 5'-ACC AGG GTA TCT AAT CCT GTT-3'
Enterobacteriaceae EntqgPCR3417f 5'-GTB TCD CCR CGC AGR C-3' 454 55 Im Institut fUr Tiererndhrung
EntgPCR3852r  5-TGC GYC TGG TRA TCT A-3' entwickelt
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Fortsetzung Tabelle A 13: In dieser Arbeit verwendete Primer fir die verschiedenen qPCRs

Bakteriengruppe/ Primer Sequenz Liange Temperatur Quelle
-spezies (Bp) (°C)
Lactobacillus spp. Lac1 5'-AGC AGT AGG GAATCT TCC A-3' 351 58 Rinttila et al. (2004)
Lac2 5'-CAC CGC TAC ACATGG AG-3'
Clostridium difficile Cdiff-16S-1f 5-TTG AGC GAT TTACTT CGG TAA 174 58 Im Institut fir Tiererndhrung
AGA-3' entwickelt
Cdiff-16S-1r 5'-CCATCC TGT ACT GGC TCA CCT-3'
Clostridium Cpala 5-AGG CGC TTATTT GTG CTA CG-3' 90 48 Im Institut fir Tierernahrung
perfingens entwickelt
Cpailb 5-TCAATC TTT CCA TCC CAA GC-3'
Salmonella spp. QVR133 5'-GAA GCA GCG CCT GTA AAATC-3 20 60 Im Institut fir Tierernahrung
QVR134 5-TGG CTG TGG TGC AAA ATA TC-3' entwickelt
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Tabelle A 14: Temperaturprogramm der Real-Time PCR

Phase Dauer Temperatur (°C) Anzahl der Zyklen
Initialisierung 15 Min. 95 1
Denaturierung 15-30 s 95
Anlagerung 30-60 s 48-63 40
Elongation 30-60 s 72
Schmelzkurve 60 s 25 1

A 11 DNA-Aufbereitung

Tabelle A 15: Produkte und Gerate zur DNA-Aufbereitung

Bezeichnung Hersteller Stadt, (Staat,) Land
MOBIO® PowerSoil DNA lIsolation Kit MO BIO Carlsbad, (Kalifornien,)
Laboratories Inc.  USA
PV-1 Vortex Mixer Grant Instruments Cambridge, UK
Ltd.
eppendorf® Centrifuge 5430 Eppendorf AG Hamburg, DE

Eppendorf Safe Lock Tubes (1,5 und 2 ml) Eppendorf AG Hamburg, DE
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A 12 MPCR und Agarose-Gelelektrophorese

Tabelle A 16: Gerate und Reagenzien fir Multiplex PCR und Agarose-Gelelektrophorese

Bezeichnung Hersteller Stadt,(Staat,) Land
PCR-Cycler T1 Thermocycler Biometra GmbH Gottingen, DE
Qiagen® Multiplex PCR Kit QIAGEN GmbH Hilden, DE

Primer

Wasser (BioScience-Grade,
Nuklease-frei und autoklaviert,
DEPC-behandelt)

E. coli Positivkontrollstdmme
(Stammsammlung; K2-4, K6)
E. coli IMT 203/7 (K5)

E. coli DSM 2840 (K1)

Agarose GTQ

SYBR® Green | Nucleic Acid Stain
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Roti®-Load DNA-tricolor (with
glycerol)

DNA-Marker: 100 Bp-Leiter
~equalized”
Agarose-Gelelektrophorese: Agagel
Maxi

CCD-Kamera SensiCam QE 12 bit
PCR Single Cap 8er-SoftStrips (0,2
ml, farblos)

Eppendorf Safe Lock Tubes (1,5 und
2 ml)

EDTA

Eisessig

Reinstwassersystem: Genpure mit

Dispenser

Eurofins Genomics
Carl ROTH GmbH und Co. KG

Institut fir Tiererndhrung der Freien
Universitat Berlin

Institut fir Mikrobiologie und
Tierseuchen der Freien Universitat
Berlin

DSMZ GmbH

Carl Roth GmbH & Co

Lonza Group AG

Sigma-Aldrich Co.

Carl Roth GmbH & Co

Carl Roth GmbH & Co

Biometra GmbH

PCO Computer Optics
Biozym Scientific GmbH

Eppendorf AG

Carl Roth GmbH & Co
Carl Roth GmbH & Co
TKA Wasseraufbereitungssysteme
GmbH (in Thermo Fisher Scientific

Inc.)

Ebersberg, DE
Karlsruhe, DE

Berlin, DE

Berlin, DE

Braunschweig, DE
Karlsruhe, DE
Basel, CH

St. Louis, (Missouri,)
USA

Karlsruhe, DE

Karlsruhe, DE

Gottingen, DE

Kehlheim, DE
Hessisch Oldendorf,
DE

Hamburg, DE

Karlsruhe, DE
Karlsruhe, DE
Niederelbert, DE
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TAE-Puffer (50 x):
TRIS

Reinstwasser

Eisessig
EDTA (0,5 M, pH 8,0)

Reinstwasser

TAE-Puffer (1 x):
TAE-Puffer (50 x)

Reinstwasser

Agarosegel:
Agarose

TAE (1 x)

242 g
600 ml
57,1 ml
100 ml

ad 1000 ml

50 ml
ad 2500 ml

6,25¢g
250 ml

Multiplex-PCR Reaktionsansatze (30 ul je Ansatz) :

Qiagen® Multiplex PCR Master Mix

Nuklease-freies Wasser

Primermix 1 (10 uM)
Primermix 2 (10 uM)
DNA-Extrakt

15 pl
8 ul
3 ul
3 ul
1l

Reaktionsanséatze fir die Agarose-Gelelektrophorese:

Gelladepuffer (1 x):

Roti®Load DNA-tricolor (6 x)

Nuklease-freies Wasser

DNA-Leiter (0,05 pg/ul):

DNA-Marker (100 Bp-Leiter ,equalized®)

Gelladepuffer (1x)

67 ul
335 pl

20 pg
402 pl
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Probenansatze (31 pl je Ansatz):

SYBR® Green (1:100 Verdiinnung mit Dimethylsulfoxid) 1ul
Gelladepuffer (Roti®-Load DNA-tricolor) 5l
PCR-Produkt der MPCR 25 pl

Kontrollstammansatze (12 pyl je Ansatz):

Nuklease-freies Wasser 6 ul
PCR-Produkt der MPCR 3 ul
Gelladepuffer (Roti®-Load DNA-tricolor) 2 ul

SYBR® Green (1:100 Verdiinnung mit Dimethylsulfoxid) 1 ul

DNA-Leiter-Ansatz (9 yl je Ansatz):
DNA-Leiter (0,5ug/ul) 8 ul
SYBR® Green (1:100 Verdiinnung mit Dimethylsulfoxid) 1 ul

Tabelle A 17: Verwendete Primersequenzen fir Pathogenitatsfaktoren von E. coli nach Bosworth und
Casey (1997)

Pathogenititsfaktor— Gen Primer Primersequenz Lange des
Produkts
(Bp)

hitzelabiles Enterotoxin A — LT1 5-GGC GTT ACT ATC CTC TCT AT-3 272

elt-IA (LT) LT2 5-TGG TCT CGG TCA GAT ATG T-3’

hitzestabiles Enterotoxin | — STaP1 5-CAACTGAAT CACTTGACTCTT-3 158

est-Ib (StaP) StaP2  5-TTAATA ACA TCC AGC ACA GG- 3'

hitzestabiles Enterotoxin Il — Stb1 5-TGC CTATGC ATC TAC ACAAT-3 113

est-1l (Stb)

Stb2 5-CTC CAG CAG TAC CAT CTC TA-3
Fimbrien — faeG (K88, F4) K881 5-GTT GGT ACA GGT CTT AAT GG- 3’ 499

K882 5-GAA TCT GTC CGA GAA TAT CA- 3’
Fimbrien Fan A und B — fan K991 5-AAT ACT TGT TCA GGG AGA AA-3 230

(K99, F5) K992 5-AAC TTT GTG GTT AAC TTC CT- 3
Fimbrien (Fas - G Protein) — 987P1 5-GTAACT CCACCGTTTGTATC-3 409
fasA (987P, F6) 987P2 5-AAG TTACTG CCAGTC TAT GC-3

Fimbrien F107 — fedA (F18) F18-1 5-TGG TAA CGT ATC AGC AAC TA- 3’ 313
F18-2 5-ACT TAC AGT GCT ATT CGA CG- 3

Adhesin — fimf41a (F41) F411 5-AGT ATC TGG TTC AGT GAT GG- 3 612
F412 5-CCA CTATAA GAG GTT GAAGC-3’
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Tabelle A 18: Kontrollstdmme (Negativ- und Positivkontrollen) fir die MPCR und Gelelektrophorese

mit bereits bekannten Pathogenitatsgenen

Positiv- bzw. E. coli-Stamm Anzahl der Pathogenitatsgen
Negativkontrolle Banden im Gel
K1 E. coli DSM 2840 - -
(Negativkontrolle)
K2 E. coli 09:K35:K99 (PS37) 3 fan, est-Ib, Fimf41a
K3 E. coliO147:K89:K88 3 fae G, elt-la, est-ll
(PS79)

K4 E. coli CS2011 (PS90) 2 fas A, est-Ib

K5 E. coli Abbotstown 5 est-Il, elt-la, est-Ib,
(IMT203/7) fas A, fae G

K6 E. coli 9910297-2STM 3 est-Il, Fed A
(O138:F18)

Tabelle A 19: Temperaturprogramm fur ,touch-down“ MPCR

Temperatur (°C) Zeit (s) Zyklen
95 900 1
94 30 10
60 90
(-0,5 je Zyklus)

72 30

94 30 30
55 90

72 90

72 600 1
4 hold 1
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A 13 Generierung von PCR-Produkten fiir das Next Generation Sequencing

mittels lllumina®

Tabelle A 20: Gerate und Produkte fir die lllumina®-Sequenzierung

Bezeichnung Hersteller Stadt,( Staat,) Land
Primersequenzen LGC Genomics Berlin, DE
GmbH
Primersynthese Eurofins Ebersberg, DE
Genomics
Brilliant Il SYBR® Green Low ROX QPCR Agilent Santa Clara,

Master Mix
PV-1 Vortex Mixer

Wasser (BioScience-Grade, Nuklease-frei
und autoklaviert, DEPC-behandelt)

Masterclear Cap Strips und real-time-PCR

Tube Strips

Stratagene Mx3000Pro Thermocycler

MxPro QPCR Software

KAPA HiFi HotStart Ready Mix PCR Kit

Optical tube strips (8x Strip)

Optical caps strips (8x Strip)

BioAnalyzer

Eppendorf Safe Lock Tubes (1,5 und 2 ml)

Technologies Inc.
Grant Instruments
Ltd.

Carl ROTH
GmbH und Co.
KG

Eppendorf AG

Agilent
Technologies Inc.
Agilent
Technologies Inc.
Kapa Biosystems,
Inc.

Agilent
Technologies Inc.
Agilent
Technologies Inc.
Agilent
Technologies Inc,
Eppendorf AG

(Kalifornien,) USA
Cambridge, UK

Karlsruhe, DE

Hamburg, DE

Santa Clara,
(Kalifornien,) USA
Santa Clara,
(Kalifornien,) USA
Wilmington,
(Massachusetts,) USA
Santa Clara,
(Kalifornien,) USA
Santa Clara,
(Kalifornien,) USA
Santa Clara,
(Kalifornien,) USA
Hamburg, DE
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Tabelle A 21: Primersequenzen der Firma LGC Genomics GmbH fir die Markierung der
verschiedenen Proben

Primerpaar Oligoname Sequenz

Primerpaar 1 341F_01 5- ACAACCAGTTCCTACGGGNGGCWGCAG -3
785R_01 5- ACAACCAGTTGACTACHVGGGTATCTAAKCC -3
Primerpaar2  341F_02 5- NAACAGACCTTCCTACGGGNGGCWGCAG -3’
785R_02 5- NAACAGACCTTGACTACHVGGGTATCTAAKCC -3
Primerpaar 3  341F_03 5- NNACAAGGTCTTCCTACGGGNGGCWGCAG -3
785R_03 5- NNACAAGGTCTTGACTACHVGGGTATCTAAKCC -3’
Primerpaar4  341F_04 5- NNNAAGTCTTCGTCCTACGGGNGGCWGCAG -3'
785R_04 5’- NNNAAGTCTTCGTGACTACHVGGGTATCTAAKCC -3’
Primerpaar 5  341F_05 5- ACATGAGGTTCCTACGGGNGGCWGCAG -3
785R_05 5'- ACATGAGGTTGACTACHVGGGTATCTAAKCC -3
Primerpaar6  341F_06 5- NAAGCTCACTTCCTACGGGNGGCWGCAG -3
785R_06 5’- NAAGCTCACTTGACTACHVGGGTATCTAAKCC -3
Primerpaar 7  341F_07 5- NNACGATACGTTCCTACGGGNGGCWGCAG -3
785R_07 5’- NNACGATACGTTGACTACHVGGGTATCTAAKCC -3
Primerpaar 8  341F_08 5- NNNAATGCGCTATCCTACGGGNGGCWGCAG -3’
785R_08 5’- NNNAATGCGCTATGACTACHVGGGTATCTAAKCC -3’
Primerpaar 9  341F_09 5- ACCTCATCTTCCTACGGGNGGCWGCAG -3
785R_09 5- ACCTCATCTTGACTACHVGGGTATCTAAKCC -3’
Primerpaar 10 341F_10 5’- NAACAGCTCATCCTACGGGNGGCWGCAG -3’
785R_10 5- NAACAGCTCATGACTACHVGGGTATCTAAKCC -3’
Primerpaar 11 341F_11 5- NNACTGTTGACTCCTACGGGNGGCWGCAG -3’
785R_11 5- NNACTGTTGACTGACTACHVGGGTATCTAAKCC -3’
Primerpaar 12 341F_12 5’- NNNAGAGTTGCTTCCTACGGGNGGCWGCAG -3
785R_12 5- NNNAGAGTTGCTTGACTACHVGGGTATCTAAKCC -3’
Primerpaar 13 341F_13 5- ACCTTGACATCCTACGGGNGGCWGCAG -3’
785R_13 5- ACCTTGACATGACTACHVGGGTATCTAAKCC -3
Primerpaar 14 341F_14 5- NACAACTGTGTCCTACGGGNGGCWGCAG -3’
785R_14 5- NACAACTGTGTGACTACHVGGGTATCTAAKCC -3
Primerpaar 15 341F_15 5- NNACTTAGCACTCCTACGGGNGGCWGCAG -3’
785R_15 5- NNACTTAGCACTGACTACHVGGGTATCTAAKCC -3’
Primerpaar 16  341F_16 5- NNNAATACGACCTCCTACGGGNGGCWGCAG -3’
785R_16 5- NNNAATACGACCTGACTACHVGGGTATCTAAKCC- 3
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Anhang

Fortsetzung Tabelle A 21: Primersequenzen der Firma LGC Genomics GmbH fir die Markierung der

verschiedenen Proben

Primerpaar Oligoname Sequenz

Primerpaar 17  341F_17 5- ACGATCGTATCCTACGGGNGGCWGCAG -3’
785R_17 5- ACGATCGTATGACTACHVGGGTATCTAAKCC -3’
Primerpaar 18 341F_18 5- NACCAATCAGTCCTACGGGNGGCWGCAG -3’
785R_18 5- NACCAATCAGTGACTACHVGGGTATCTAAKCC -3
Primerpaar 19  341F_19 5- NNAGGACTTGTTCCTACGGGNGGCWGCAG -3
785R_19 5- NNAGGACTTGTTGACTACHVGGGTATCTAAKCC -3’
Primerpaar 20 341F_20 5- NNNAGCTGAATCTCCTACGGGNGGCWGCAG -3’
785R_20 5’- NNNAGCTGAATCTGACTACHVGGGTATCTAAKCC -3’
Primerpaar 21 341F_21 5- ACTCACTGTTCCTACGGGNGGCWGCAG -3
785R_21 5- ACTCACTGTTGACTACHVGGGTATCTAAKCC -3
Primerpaar 22 341F_22 5- NAGAGCAATGTCCTACGGGNGGCWGCAG -3
785R_22 5’- NAGAGCAATGTGACTACHVGGGTATCTAAKCC -3’
Primerpaar 23 341F_23 5- NNAGTCATCCTTCCTACGGGNGGCWGCAG -3’
785R_23 5- NNAGTCATCCTTGACTACHVGGGTATCTAAKCC -3
Primerpaar 24 341F_24 5- NNNAGTAGCCTATCCTACGGGNGGCWGCAG -3’
785R_24 5’- NNNAGTAGCCTATGACTACHVGGGTATCTAAKCC -3’
Primerpaar 25 341F_25 5- AGATAGCGATCCTACGGGNGGCWGCAG -3
785R_25 5- AGATAGCGATGACTACHVGGGTATCTAAKCC -3’
Primerpaar 26 341F_26 5’- NAACGGAACATCCTACGGGNGGCWGCAG -3’
785R_26 5- NAACGGAACATGACTACHVGGGTATCTAAKCC -3’
Primerpaar 27 341F_27 5’- NNATATAGCCGTCCTACGGGNGGCWGCAG -3
785R_27 5- NNATATAGCCGTGACTACHVGGGTATCTAAKCC -3
Primerpaar 28 341F_28 5’- NNNAGTGAACTCTCCTACGGGNGGCWGCAG -3
785R_28 5- NNNAGTGAACTCTGACTACHVGGGTATCTAAKCC -3’
Primerpaar 29 341F_29 5- ATACGGACTTCCTACGGGNGGCWGCAG -3
785R_29 5- ATACGGACTTGACTACHVGGGTATCTAAKCC -3
Primerpaar 30  341F_30 5- NAGCTCCTTATCCTACGGGNGGCWGCAG -3’
785R_30 5- NAGCTCCTTATGACTACHVGGGTATCTAAKCC -3’
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Anhang

Tabelle A 22: Temperaturprogramm fiir die qPCR zur Uberpriifung der Eignung der Primer

Phase Dauer Temperatur (°C) Anzahl der Zyklen
Initialisierung 3 Min. 98 1
Denaturierung 15-30 s 98
Anlagerung 30s 50-55 39
Elongation 90s 70

Tabelle A 23: Temperaturprogramm fir die PCR mit KAPA HiFi Ready Mix

Phase Dauer Temperatur (°C) Anzahl der Zyklen
Initialisierung 3 Min. 98 1
Denaturierung 15-30s 98
Anlagerung 30s 50-55 30-36
Elongation 90 s 70
Abkiihlung 30s 25 1

Tabelle A 24: Temperaturprogramm der gPCR zur Qualitatskontrolle der KAPA-PCR-Produkte

Phase Dauer Temperatur (°C) Anzahl der Zyklen

Initialisierung 15 Min. 95 1
Denaturierung 15s 95

Anlagerung 60 s 55 40

Elongation 60 s 72
Denaturierung 60 s 95

Anlagerung 30s 55 1
Denaturierung 30s 95
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Anhang

A 14 Qualitatskontrolle der PCR-Produkte
Tabelle A 25: Gerate und Produkte zur Kontrolle der Qualitat der PCR-Produkte

Bezeichnung

Hersteller

Stadt, (Staat,) Land

Agilent 2100 Bioanalyzer (G2939A)
Agilent DNA 1000 Kit (5067-1504)

IKA vortex mixer

Agilent 2100 Bioanalyzer Expert Software
Wasser (BioScience-Grade, Nuklease-frei
und autoklaviert, DEPC-behandelt)

QIAquick PCR Purification Kit
Eppendorf Safe Lock Tubes (1,5 und 2 ml)

Agilent Technologies,
Inc.

Agilent Technologies,
Inc.

Agilent Technologies,
Inc.

Agilent Technologies,
Inc.

Carl ROTH GmbH und
Co. KG

QIAGEN GmbH
Eppendorf AG

Santa Clara,
(Kalifornien,) USA
Santa Clara,
(Kalifornien,) USA
Santa Clara,
(Kalifornien,) USA
Santa Clara,
(Kalifornien,) USA
Karlsruhe, DE

Hilden, DE
Hamburg, DE
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