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der gnotobiotische Status der Versuchstiere flir mindestens vier Monate aufrecht
erhalten werden konnte. Zudem wurde mittels serologischer Methoden die
Abwesenheit von Ratten-spezifischen Viren, Bakterien und Protozoen gemald der
FELASA-Richtlinien nachgewiesen (KRAFT et al., 1994).

3.6.2. Monoassoziationen mit Hy-produzierenden Organismen

Die Assoziation gnotobiotischer Ratten mit H,-bildenden Bakterien wurde mit
Clostridium perfringens V, Escherichia coli B5, Eubacterium hadrum 271 und Dorea
longicatena sp. nov. 111-35 angestrebt. Trotz wiederholter Versuche gelang weder
mit E. hadrum 271 noch mit D. longicatena sp. nov. 111-35 eine Monoassoziation,
wéahrend sich sowohl C. perfringens V als auch E. coli B5 stabil im Darm keimfreier
Ratten ansiedeln lieBen (3.7.3.). Die monoassoziierten Ratten schieden Wasserstoff
aus, der mit dem entwickelten Mel3system gemessen werden konnte, ohne den
mikrobiologischen Status des Versuchstieres zu verdndern. Dies ermoglichte die
wiederholte Messung eines Tieres unter Einflul} verschiedener Diaten bzw. Test-
substanzen (s. u.) sowie definierter und kontrollierter sukzessiver Diassoziationen mit
H,-verbrauchenden Organismen (3.6.3.).

Die Hjy-Ausscheidung von monoassoziierten Tieren wurde durch die
eingesetzten Testsubstanzen, die verwendeten Didten und die angesiedelten
Organismen in charakteristischer Weise beeinflult. Hierzu stellt eine Ubersichts-
tabelle (Tab. 3.9) ausgewahlte Ergebnisse der durchgefiihrten Monoassoziationen
zusammen. In dieser Tabelle ist die von monoassoziierten Ratten insgesamt
ausgeschiedene Menge H, dargestellt. Anhand der nach 23 h akkumulierten H,-
Mengen wurden Gruppen, die sich in ihrer bakteriellen Besiedlung oder ihrer Diat
unterschieden, hinsichtlich statistisch signifikanter Unterschiede untersucht. Die
entsprechenden Ergebnisse werden im folgenden genannt, wobei hier nochmals auf
ihre beschrankte Aussagefahigkeit (s. 2.25.) hingewiesen werden soll. In Tabelle 3.9
sind aul3erdem einzelne Raten der H,-Ausscheidung dargestellt. Die Unterscheidung
der Ausscheidungsraten der ersten und der letzten Stunde der Mel3periode dient vor
allem der Beurteilung der Frage, ob die H,-Ausscheidung am Ende der Mel3periode

auf ihre Ausgangsrate zurtickkehrt oder nicht.
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Tabelle 3.9 Ausgeschiedene H,-Gesamtmengen und H,-Bildungsraten monoassoziierter Ratten, denen Lactulose oder Wasser intragastral verabreicht
wurde. Die Testsubstanz erhielten die Tiere jeweils kurz bevor sie in ein geschlossenes, gasdichtes Mel3system verbracht wurden, in dem die sich
wahrend 23 h akkumulierende Hs-Konzentration mittels einer elektrochemischen MeRzelle kontinuierlich erfalRt wurde und in dem den Ratten nur
Trinkwasser aber keine Futterquelle zur Verfiigung stand. Die dargestellten MelRwerte sind Medianwerte mehrerer mikrobiologisch und diatetisch

gleichartig behandelter Tiere.
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H,O 339,6 (298,9/403,9) 33,0 (25,4/44,9)| 3 32,2 (23,3/42,3) 3,2(,7/46)| 7 1
Clostridium | chemisch| 25 mg Lactulose* 467,8 (360,3/519,1)* 48,1 (32,6/74,1)*| 7 28,2 (23,3/44,0)* | 22,7 (15,7/27,1)*| 7 1
perfringens Qm:q.__mﬁm 50 mg Lactulose* 603,8 (476,7/772,7)* 65,2 (31,3/98,6)* | 8 34,7 (25,8/40,2)* | 43,2 (31,8/71,1)*| 7 1
Basisdiat | 100 mg Lactulose | 1162,6 (834,1/1432,7)| 89,3 (40,2/151,6)| 7 23,3(16,1/26,7) | 52,1 (33,9/95,3)| 7 1
chemisch H,O 1,7 (1,3/5,1) 0,4 (0,0/0,9)| 1 0,4 (0,0/0,9) 0,0 (0,0/0,4)| 7 2
definierte | 100 mg Lactulose 142,7 (62,6/220,6) 25,4 (4,2/95,7)| 6 0,4 (0,0/0,9) 0,0 (0,0/2,5)| 7 2
Basisdiat | 200 mg Lactulose 408,7 (274,8/536,9) | 54,2 (10,6/123,6)| 7 0,3 (0,0/1,7) 0,1(0,0/0,6)| 7 2
Escherichia H,O 94,0 (58,0/208,3) 26,7 (6,8/44,0)| 2 19,9 (5,9/42,8) 0,0 (0,0/0,4)| 7 2
coli 100 mg Lactulose 173,2 (107,1/313,3) 41,9 (11,9/69,0)| 6 15,7 (5,1/34,7) 0,0 (0,0/1,7)| 7 2
. 200 mg Lactulose 631,1 (341,5/788,6) | 155,8 (45,7/237,1)| 5 18,6 (2,1/38,1) 0,0(0,0/1,3)| 7 2
Altromin H,O 80,0 (66,4/87,2) 17,8 (16,5/24,6) | 2 10,2 (6,8/23,7) 0,0 (0,0/0,3)| 5 3
fortified® |_200 mg Lactulose 648,2 (621,9/711,9) | 157,5 (42,3/299,3)| 6 13,9 (3,4/27,5) 0,0 (0,0/0,2)| 5 3
H,O 84,0 (58,0/208,3) 20,9 (6,8/44,0)| 2 14,8 (5,9/42,8) 0,0 (0,0/0,4) | 12 | 2+3
200 mg Lactulose 623,6 (341,5/788,6) | 114,9 (42,3/299,3)| 5 17,4 (2,1/38,1) 0,0 (0,0/1,3)]| 12 | 243

* nur 12 h gemessen
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Im folgenden werden einige charakteristische Ergebnisse bzw. die markanten
Unterschiede zwischen den einzelnen Versuchsgruppen dargestellt, wobei sich alle
Aussagen in der Regel auf Medianwerte der Gasausscheidung beziehen. Keimfreie
Ratten schieden 0,9 umol H,/23 h aus. Die gefltterte Diat und die Verabreichung
verschiedener Mengen Lactulose beeinfluBten diese H,-Ausscheidung nicht
(p<0,01). Gruppen von Versuchstieren, die mit C. perfringens monoassoziiert worden
waren und mit Ausnahme der Testperiode ad libitum Zugang zu der chemisch
definierten Basisdiat hatten, schieden abhangig von der applizierten Testsubstanz
immer mehr H, aus als Gruppen von Tieren, die mit E. coli monoassoziiert worden
waren. In Abbildung 3.9 ist die mediane H;-Ausscheidung von Tieren dargestellt, die
entweder mit C. perfringens oder mit E. coli monoassoziiert worden waren und
Wasser oder 100 mg Lactulose zu Beginn der Test-periode erhielten. Festzuhalten
ist, dafd mit E. coli monoassoziierte Tiere nach intragastraler Verabreichung von
Wasser uber einen Zeitraum von 23 Stunden nur 1,7 pmol H, ausschieden, wahrend
mit C. perfringens monoassoziierte Ratten 339,6 umol H, abgaben. Diese, im
folgenden als basal bezeichnete, H;-Aus-scheidung ist auf Komponenten der
Basisdiat zurickzufihren, die die Versuchstiere vor Beginn der Testperiode zu sich
genommen hatten und die sich somit im Darm befanden. Die Differenz zwischen den
unterschiedlich assoziierten Gruppen ist auf die Unterschiede in den
Fermentationsfahigkeiten zwischen den beiden Organismen zurickzufihren, die
auch in den in vitro-Versuchen mit wachsenden Zellen gezeigt worden waren (3.4.).
Zusammenfassend laf3t sich schlieBen, dal3 C. perfringens in der Lage ist, aus
Komponenten der Basisdiat und endogenen Substraten H, zu bilden, die von E. coli
nicht zur Ho-Produktion genutzt werden.

Da die H,-Bildung verschiedener Bakterienspezies von den angebotenen
Substraten abhéngig ist, hatte auch die angebotene Diat einen Einflud auf die
H»>-Ausscheidung monoassoziierter Ratten. Allerdings war der augenscheinliche
Unterschied zwischen den verschiedenen Diaten im Wilcoxon-Test nicht signifikant
(p>0,05). Wurde als basale Diat Altromin fortified® statt der chemisch definierten Diat
verwendet, so bildeten mit E. coli monoassoziierte Ratten nach Applikation von 1 ml
Wasser 84,0 umol H; in 23 Stunden. Die Differenz zur basalen H,-Ausscheidung mit
der chemisch definierten Diat ist bei gleichbleibenden Versuchsbedingungen und
identischen Versuchstieren auf den Wechsel der Diat zurtickzufiihren. Allerdings war

die Zellzahl von E. coli mit Altromin fortified® auch hoher als mit der chemisch
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definierten Basisdiat (3.7.3.). Die tendenziell unterschiedliche H,-Ausscheidung bei
den beiden Diaten blieb unabhéngig von der jeweils applizierten Lactulosemenge
bestehen (Tab. 3.9). So schieden mit E. coli monoassoziierte Ratten nach
intragastraler Verabreichung von 100 bzw. 200 mg Lactulose bei chemisch definierter
Basisdiat 142,7 bzw. 408,7 umol H, aus, wahrend sie bei Altromin fortified® als
basaler Diat 173,2 bzw. 623,6 umol H, abgaben. Die Unterschiede zwischen den

verschiedenen Mengen an Lactulose waren immer statistisch signifikant (p<0,02).
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Abbildung 3.9 H;-Ausscheidung von Versuchstiergruppen (n=7), die mit C. perfringens oder E. coli
monoassoziiert worden waren und denen zu Beginn der Testperiode Wasser oder 100 mg
Lactulose (292,1 umol) intragastral verabreicht worden war. Aul3erhalb der MeRperioden
erhielten diese Tiere die chemisch definierte Basisdiat. Dargestellt ist die jeweils zur vollen
Stunde nach MeRbeginn, akkumulierte Hy-Ausscheidung als Box-and-Whisker-Plot mit
Kennzeichnung von Minimum, 25%-Quartile, Median, 75%-Quartile und Maximum. Erst bei den
Versuchen mit Tieren, die mit E. coli monoassoziiert worden waren, konnte die H,-
Ausscheidung mit dem Auer®-Mer3gerét kontinuierlich aufgezeichnet werden.

Wurden Inulin (Raftiline®) und D-Sorbitol als Testsubstanzen (500 mg) eingesetzt,
war die H,-Ausscheidung der mit C. perfringens monoassoziierten Tiere nicht von
derjenigen zu unterscheiden, die auf die Applikation von Wasser folgte. Dies a3t den
Schlul3 zu, dafl3 C. perfringens wie in vitro (3.4.5.) auch in vivo weder Inulin noch
D-Sorbitol zur Bildung von H, nutzte. Bei Versuchen mit Tieren, die mit E. coli

monoassoziiert worden waren, wurden Fructooligosaccharide (Raftilose®) in Mengen
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von 100, 200 und 400 mg als Testsubstanz eingesetzt; diese fuhrten im Vergleich zur
Kontrolle mit Wasser zu keiner zusatzlichen H,-Ausscheidung.

Nach der Darstellung des Einflusses von Diat, Testsubstanz und mikrobieller
Besiedlung auf die H,-Exkretion von monoassoziierten Ratten wird im folgenden der
zeitliche Verlauf der Hp-Abgabe beschrieben. Wie aus Abbildung 3.9 ersichtlich ist,
erreichte die akkumulierte H,-Menge in der Tierkammer bei Ratten, die Lactulose
erhielten und mit E. coli monoassoziiert waren, innerhalb von 12 Stunden nach
Beginn der Testperiode ein gleichbleibendes Niveau. Daraus folgt, dal3 ab diesem
Zeitpunkt von den Ratten kein weiterer Wasserstoff ausgeschieden wurde. Dieses
Charakteristikum war unabhéngig von der verwendeten basalen Diat, aber abhangig
von der eingesetzten Menge Lactulose. Wéahrend die ausgeschiedene H,-Menge
nach Applikation von 200 mg Lactulose nach etwa 12 h nicht weiter anstieg, war dies
bei Verabreichung von 100 mg nach etwa 10 Stunden der Fall. Im Gegensatz dazu
war die Hz-Ausscheidung von Ratten, die 100 mg Lactulose erhielten und mit
C. perfringens monoassoziiert waren, sogar nach 23 Stunden noch nicht beendet.
Nach Applikation von Wasser erreichte die ausgeschiedene Menge H, ein Maximum
innerhalb von 23 h. Anhand der geringen H,-Ausscheidungsrate der letzten Stunde
(3,2 umol/h) laRt sich ersehen, dald sich die akkumulierte H,-Menge kaum noch
veranderte (Tab. 3.9).

Die Rate der Hy-Exkretion pro Stunde nach Applikation von Lactulose erreichte
bei Tieren, die mit C. perfringens monoassoziiert worden waren, in der siebten bis
achten Stunde ihr Maximum. Hingegen schieden Ratten, die mit E. coli mono-
assoziiert worden waren, in der funften bis siebten Stunde H, mit maximaler Rate
aus (Tab. 3.9). In Abbildung 3.10 wird reprasentativ die Verdnderung der mittleren
H,-Ausscheidungsrate dargestellt. Wie bei den in dieser Abbildung dokumentierten
Raten, wiesen die berechneten Raten aller Versuchsgruppen eine grof3e Variations-
breite auf (Tab. 3.9). Dies ist auf die interindividuellen Schwankungen der einzelnen
Versuchstiere (s. u.) in Bezug auf den Zeitpunkt der maximalen Ausscheidung und
die Grol3e der Rate selbst zurtickzufiihren.

Unabh&ngig von basaler Diat oder Art der zur Monoassoziation verwendeten
Spezies fiel nach Applikation von Wasser die Rate der H,-Ausscheidung langsam
aber kontinuierlich bis zum Ende der Testperiode ab (Tab. 3.9). Die Rate war bei
allen Tieren abhéngig von der mikrobiellen Besiedlung, der basalen Diat und der

eingesetzten Menge an Lactulose. Unter der Voraussetzung gleicher Mengen
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applizierter Testsubstanz betrachtet, war die maximale H,-Ausscheidungsrate von
Tieren, die mit C. perfringens assoziiert worden waren, immer hoher als bei Tieren,
die mit E. coli assoziiert worden waren. Bei Versuchsgruppen, die die chemisch
definierte Diat als Basis erhielten, betrug nach Verabreichung von Wasser bzw.
100 mg Lactulose die maximale Rate der H;-Abgabe 33,0 bzw. 89,3 umol/h bei
Ratten, die mit C. perfringens monoassoziiert worden waren. Versuchstiere unter der
identischen Diat und nach Verabreichung der gleichen Konzentration an Lactulose,
die aber mit E. coli monoassoziiert worden waren, schieden nur 0,4 bzw. 25,4 pmol
H,/h aus. Bei Ratten, die mit E. coli monoassoziiert worden waren und Altromin
fortified® als basale Diat erhielten, wurden nach Applikation von Wasser, 100 oder
200 mg Lactulose maximale H,-Ausscheidungsrate von 20,9, 41,9 bzw. 155,8 pmol

H./h gemessen.
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Abbildung 3.10 Mediane Rate der H,-Ausscheidung (umol/h) von gnotobiotischen Ratten (n=7), die
mit E. coli monoassoziiert worden waren und Wasser oder 200 mg Lactulose verabreicht
bekamen. Die basale Diat war Altromin fortified®. Dargestellt ist die H,-Ausscheidungsrate als
Box-and-Whisker-Plot mit Kennzeichnung von Minimum, 25%-Quartile, Median, 75%-Quartile
und Maximum.
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GroR3e Streuung der Beobachtungswerte konnten nicht nur bei der maximalen
H,-Ausscheidungsrate sondern auch bei der Gesamtmenge an ausgeschiedenem H,
nachgewiesen werden. Fir den letztgenannten Parameter war die Variationsbreite
der MelR3werte, wie aus Tabelle 3.9 ersichtlich ist, mit bis zu 159,9% des gemessenen
Wertes z. T. bedeutend. Daf? hierfir auch interindividuelle Unterschiede der Ha-
Ausscheidung zumindest mitverantwortlich sind, soll Abbildung 3.11 verdeutlichen.
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Abbildung 3.11 H,-Ausscheidung von Ratten (n=12), die mit E. coli monoassoziiert worden waren,
Altromin fortified® als basale Diat erhielten und denen 200 mg Lactulose intragastral verabreicht
wurde. Die Versuchsgruppe wurde in zwei Gruppen aufgeteilt, die tendenziell wenig H, (n=5)
bzw. viel H, (n=7) ausschieden. Dargestellt ist die akkumulierte H,-Ausscheidung als Box-and-
Whisker-Plot mit Kennzeichnung von Minimum, 25%-Quartile, Median, 75%-Quartile und
Maximum.

Tiere, die mit E. coli monoassoziiert worden waren, wurden in zwei Gruppen unter-
teilt, die in ihrer Hy-Ausscheidung deutlich Uber bzw. unter dem berechneten Median
der gesamten Gruppe lagen. Die beiden Untergruppen lagen dicht an der minimalen
und maximalen Hy-Ausscheidung und verursachten somit die grof3e Variationsbreite

der Gesamtgruppe. Diese Zweiteilung trat tendenziell unabhangig von der Menge der
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applizierten Testsubstanz bei allen mit E. coli monoassoziierten Ratten auf. Die
verabreichte Lactulosemenge beeinfluite nur den absoluten Wert der
ausgeschiedenen Hy-Menge nicht aber die Existenz von zwei Gruppen, die sich in
der HoOhe ihrer Hy-Ausscheidung unterschieden. Der unterschiedlichen Hy-
Ausscheidung konnten keine signifikanten Unterschiede der Bakterienzahl in Faeces
zugeordnet werden. Somit muf3 es Unterschiede in der Physiologie oder Verhalten
der einzelnen Ratten geben, die die Unterschiede in der H,-Ausscheidung bedingen.
Die mediane Hj,-Ausscheidung aller gebildeten Gruppen einschlie3lich ihrer

Variationsbreite findet sich in Tabelle 3.9.

3.6.3. Diassoziation mit Hp-bildenden und Hy-oxidierenden Organismen

Zur Untersuchung des Hy-Transfers zwischen Bakterienpopulationen in vivo wurden
Versuche mit drei unterschiedlichen Diassoziationen durchgefiihrt. Dabei handelte es
sich um Diassoziationen von Ratten mit C. perfringens V und C. coccoides, mit
E. coli B5 und Methanobrevibacter RT-1 sowie mit E. coli B5 und Desulfovibrio sp.
(DSM 7057). Es wurde festgestellt, dafl3 sich weder Ratten die mit C. perfringens
noch Ratten, die mit E. coli monoassoziiert worden waren, mit dem methanogenen
Isolat (3.1.2.) aus dem humanen Intestinaltrakt diassoziieren lieRen. Deswegen
wurde das aus Ratten isolierte Archaeon Methanobrevibacter RT-1 eingesetzt. Eine
ebenfalls angestrebte Untersuchung der in vitro beobachteten Interaktion von Dorea
longicatena sp. nov. mit C. coccoides (3.4.6.) im gnotobiotischen Rattenmodell wurde
nicht durchgefiihrt, da sich die Tiere nicht mit Dorea longicatena sp. nov.

monoassoziieren lieRen.

3.6.3.1. Diassoziation mit C. perfringens und C. coccoides

Mit C. perfringens und C. coccoides diassoziierte Ratten schieden nach Applikation
von Wasser oder 100 mg Lactulose nur noch 204,9 pumol H, bzw. 268,4 umol H, aus
(Tab. 3.10), wahrend bei Monoassoziation mit C. perfringens noch 339,6 bzw. 1162,6
umol H, ausgeschieden worden waren. Die H,-Ausscheidung verlief mit einer

maximalen Ausscheidungsrate von 11,9 bzw. 18,6 pmol/h im Falle der
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Verabreichung von Wasser bzw. 100 mg Lactulose nahezu linear. Im Vergleich zu
der Hy-Exkretion von den mit C. perfringens monoassoziierten Ratten reduzierte sich
die H,-Ausscheidung somit signifikant (p<0,02) um 39,7% bzw. 76,9% und liegt damit
auch nach Lactulosegabe noch unterhalb der basalen Hy-Ausscheidung mono-
assoziierter Tiere. Gleichzeitig mit der Diassoziation mit C. coccoides fiel die
Lebendzellzahl von C. perfringens von vormals mittleren 2 x 10° auf durchschnittlich
2,8 x 10’ Zellen pro g Faecestrockenmasse (Abb. 3.12 a). Die mittlere
Lebendzellzahl von C. coccoides in den Faeces diassoziierter Ratten betrug 6,1 x
108 Zellen pro g Trockenmasse, so daf die Zellzahl von C. perfringens nur noch
einen Anteil von 4,4% an der Gesamtzellzahl darstellte. Ein ahnliches Bild lieferte
auch die prozentuale Verteilung von C. perfringens und C. coccoides in den Darm-
inhalten diassoziierter Tiere, bei denen die Lebendzellzahlen pro g Trockenmasse
des Darminhaltes fur C. coccoides mit Ausnahme des Jejunums um eine bis zwei

Zehnerpotenzen oberhalb derjenigen von C. perfringens lag (Abb. 3.12 b).
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Abbildung 3.12 Lebendzellzahlen pro g Trockenmasse von C. perfringens und C. coccoides in
Faeces (a) und Darminhalten (b) diassoziierter Tiere. Die Diassoziation mit C. coccoides
erfolgte neun Wochen nach der Assoziation mit C. perfringens. Die Zellzahlen wurden als

Mittelwert (£SD) aus drei unterschiedlichen Verdiinnungsstufen einer Verdiinnungsreihe der
Probe bestimmt, die fir die Zellzahlen von C. perfringens auf SPS-Agar und fur C. coccoides
auf HA-Agar ausplattiert wurden.

Mit in vitro-Experimenten mit NaHCOj; (s. 2.14.) und Caecuminhalt von derart
diassoziierten Ratten wurde kein markiertes Acetat nachgewiesen. Hingegen fand
sich 96,7% der eingesetzten Radioaktivitat als Ba**COs; wieder. Daraus folgt, daR
C. coccoides in Caecuminhalt Acetat nicht durch reduktive Acetogenese aus H;, und
CO;, bildete.
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Tabelle 3.10 Ausgeschiedene H,-Gesamtmengen und H,-Bildungsraten diassoziierter Ratten, denen Lactulose oder Wasser intragastral verabreicht wurde. Die
Testsubstanz erhielten die Tiere jeweils kurz bevor sie in ein geschlossenes, gasdichtes MeRRsystem verbracht wurden, in dem die sich wahrend 23 h
akkumulierende H,-Konzentration mittels einer elektrochemischen Mef3zelle kontinuierlich erfal3t wurde. Die angezeigten Mel3werte sind Medianwerte
mehrerer mikrobiologisch und diatetisch gleichartig behandelter Tiere bzw. deren Untergruppen (Unterteilung der Rattengruppe, die mit E. coli und
Methanobrevibacter RT-1 diassoziiert waren, in Tiere, die Methan ausschieden oder nicht ausscheiden).

= =
©° ©°
@S 3 5 s
g§ 2 2 2
£g e S 55
N 22 2 2 > =5 2a
c o2 8 S S S S
G 2= 5B S TS T
7 o g Sl 5] g] Q
o) ) T L~ Ec~ _ < o~ .~
= = O E -oE T o o= & o ©
7] =] o ® S =B N > = ol
- — Q ™ %) @ 0 n O 1] o
g [} 7 QsE T S E £ 3 ST E S8 E o 2
s o8 cax o <% = < 5% < 5% ol =
(%) Q) 3} ®© TS5 AR = © 5 = @© = S
) 2| o 8 &S IS T Ths=S TNS Hl o
o e < c cIT = 2 OF 0 OcT Oocs 5=
5 g z |9 gw5 §:5 (€3 2:85 | es85 (9%
O = g | 9 EGE ENE 5N S NQ2E SN+ E = 8
2 . I s | 2 S5 E Ea= go| gooE 592 | g >
< o ) oS NS TN QLTS O NgS o
@ fa 2 = | 5 SES er2 |9T] 82 erd3s | &2
C. perfringens + chemisch H,O - | H, 204,9 (176,9/271,4)| 11,9 (8,0/19,5)| 12 | 9,7 (8,5/11,4)| 8,9(6,7/10,8)|7 |1
) : definierte | 100 mg Lactulose | - H, 268,4 (144,8/412,8)| 18,6 (7,2/25,8)| 12 11,0 9,4(59/11,2) |71
C. coccoides L
Basisdiat (6,4/13,6)
H,O - | H, 44,0 (14,8/60,5)| 8,9 (3,8/14,8)| 1 | 8,9 (3,8/14,8) 0,0 (0,000,072
H,O - | CHa 0,1 (0,0/10,6) 0,1(0,0/0,9)| 10 | 0,0(0,0/0,0) 0,1(0,0/0,8)| 7|2
| 100 mg Lactulose | + | H, 35,6 (34,7/94,1)| 8,7 (5,3/10,2)| 6 1,2 (0,9/5,1)|  0,0(0,0/0,0)| 3|2
E. coli + Altromin | 100 mg Lactulose | + | CH, 97,3 (22,0/292,4)| 8,1(0,5/13,3)| 6 0,1(0,0/0,3)| 1,4(0,0/17,1)|3 |2
Methanobrevibacter RT-1 | O"tifi€d" | 100 mg Lactulose | - | H, 127,1(38,1/170,4)| 30,5 (2,0/48,0)| 4 3,7(2,5/54)| 0,0(0,00,0)|4 |2
100 mg Lactulose | - | CH, 3,6 (3,5/51)| 05(0,2/1,0)| 8 0,0(0,0/0,1)| 0,3(0,0/0,5)|4 |2
200 mg Lactulose | + | H, 77,5 (23,5/148,9) | 22,8 (0,8/26,2)| 4 1,7 (0,9/4,2)|  0,0(0,0/0,1) | 3|2
200 mg Lactulose | + | CH, | 376,25 (362,7/559,2) | 28,9 (18,7/31,3)| 8 1,1(0,0/3,6) | 14,3 (14,2/35,6) | 3 | 2
200 mg Lactulose | - | Ha 141,8 (34,9/198,9) | 17,6 (5,5/42,7)| 5 | 0,2 (0,0/37,8) 0,0 (0,0/0,2) |4 | 2
200 mg Lactulose | - | CHa 3,8 (3,4/5,6) 0,4 (0,3/0,7)| 8 0,1 (0,0/0,1) 0,2 (0,0/0,4) |4 | 2
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3.6.3.2. Diassoziation mit E. coli und Methanobrevibacter RT-1

Die Lebendzellzahlen von E. coli in Faeces von Ratten, die mit E. coli assoziiert
waren, wurden durch Diassoziation mit Methanobrevibacter RT-1 nicht beeinfluf3t.
Allerdings bewirkte der Wechsel der Versuchsdiat eine Variation in der
Lebendzellzahlen von E. coli in Faeces assoziierter Ratten. Wahrend mit Altromin
fortified® als Futter im Mittel der betreffenden Versuchsperiode gleichbleibende
Lebendzellzahlen (£SD) fiur E.coli von 4,55(+1,61)x10° pro g
Faecestrockenmasse ermittelt wurden, sank diese Zahl nach Gabe der chemisch
definierten Diat auf 0,92 (+0,37) x 10'° (3.7.3.). Da die Versuchstiere zum
Totungszeitpunkt Altromin fortified® erhielten, wurde die Lebendzellzahlen von E. coli
in den einzelnen Darmabschnitten nur fir diese Diat ermittelt. In Duodenum,
Jejunum, Caecum und Colon wurden fur E. coli Lebendzellzahlen (£SD) von 4,37
(+1,01) x 108, 1,06 (+1,54) x 10, 8,41 (+5,45) x 10™° und 4,77 (+3,71) x 10* pro g
Trockenmasse des Darminhaltes ermittelt. Fir Methanobrevibacter RT-1 wurden die
Lebendzellzahlen anhand der Methanbildung in Inkubationen seriell verdinnter
Faeces-Suspensionen der diassoziierten Tiere bestimmt. Sie betrugen, unabhangig
von der Fahigkeit der Versuchstiere, Methan auszuscheiden (CHs- & CHy4+ Tiere), im
Mittel 10%-10* Zellen pro g Faecestrockenmasse. In Duodenum-Inhalten konnten
keine Methanogenen nachgewiesen werden, wahrend im Jejunum, Caecum und
Colon durchschnittlich 10*3, 10*” und 10*° methanogene Zellen pro g Faeces-
trockenmasse nachgewiesen wurden.

Methan-ausscheidende Ratten, die mit E. coli und Methanobrevibacter RT-1
diassoziiert worden waren, schieden nach Verabreichung von 200 mg Lactulose
innerhalb von 23 h 77,5 umol H,; und 376,3 umol Methan aus (Abb. 3.13). Diese
Kopplung von Methanausscheidung und der im Vergleich zu mit E. coli
monoassoziierten Tieren reduzierten H,-Ausscheidung trat allerdings nur bei drei von
sieben diassoziierten Versuchstieren auf. Die anderen vier Ratten wiesen mit 141,8
umol H, nach Applikation von 200 mg Lactulose zwar ebenfalls eine geringere
Gesamtmenge ausgeschiedenen Wasserstoffs auf, gaben aber keine nachweisbaren
Mengen an Methan ab (Tab. 3.10). Derselbe Zusammenhang wurde nach der
intragastralen Verabreichung von 100 mg Lactulose festgestellt, die die
Zugehorigkeit zu der CHg-negativen Gruppe (CHj-) oder CHgy-positiven Gruppe
(CH4+) nicht beeinflu3te . Wahrend die Methan-ausscheidenden Ratten in 23 h
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mittlere 35,6 umol H, und 97,3 umol Methan abgaben, schieden die anderen vier
Tiere kein Methan aus und gaben 127,1 pmol H, ab. Aufgrund der geringen
Tierzahlen in diesen Untergruppen konnte der Wilcoxon-Test nicht durchgefuhrt
werden. Allerdings &nderten sich auch im Vergleich zwischen monoassoziierten und

allen diassoziierten Tieren die H,- und die CH4-Ausscheidung signifikant (p<0,05).

|:| H,, monoassoziiert
[] CH,, diassoziiert
8001 2] H.., diassoziiert

akkumulierte H,- und CH4-Menge (umol)
a1
8

SO HHERHITHE

Zeit (h)

Abbildung 3.13 H,- und CH,-Ausscheidung Methan-ausscheidender Ratten (n = 3), die mit E. coli
und Methanobrevibacter RT-1 diassoziiert worden waren und denen 200 mg in Wasser geldste
Lactulose mit einer Schlundsonde verabreicht wurde. Zum Vergleich wurde die H,-
Ausscheidung derselben Ratten aufgetragen, die nur mit E. coli monoassoziiert worden waren
und ebenfalls 200 mg Lactulose erhielten. Die Basisdiat war Altromin fortified®. Dargestellt ist
die akkumulierte H,- und CH4-Ausscheidung als Box-and-Whisker-Plot mit Kennzeichnung von
Minimum, 25%-Quartile, Median, 75%-Quartile und Maximum.

Neben dieser deutlichen Reduktion (p<0,02) der Gesamtmenge des durch di-
assoziierte Tiere in 23 h ausgeschiedenen Wasserstoffs im Vergleich zu mono-
assoziierten Tieren verminderten sich auch die maximalen Raten der
H,-Ausscheidung (Tab. 3.10) unabhangig davon, ob die Tiere Methan ausschieden
oder nicht. So betrug die maximale mediane H,-Exkretionsrate bei Methan-
ausscheidenden Ratten nach Gabe von 200 mg Lactulose nur 22,8 pmol Hy/h,
wahrend mit E. coli monoassoziierte Ratten unter gleichen Bedingungen 155,8 pumol

H./h abgaben. CH4-negative, diassoziierte Ratten schieden maximal 17,6 pmol Hy/h
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aus. AulRerdem trat die maximale H,-Ausscheidung bei Diassoziation ein bis zwei
Stunden friher auf als bei monoassoziierten Tieren (Tab. 3.10). Konnten bei mono-
assoziierten Tieren noch Ratten mit niedriger und starker H,-Ausscheidung
unterschieden werden, ist dies nach Diassoziation mit Methanobrevibacter RT-1 nicht
mehr maoglich. Die drei diassoziierten Ratten, die Methan ausschieden, fanden sich
als monoassoziierte Ratten sowohl in der Gruppe mit niedriger als auch in derjenigen
mit hoher H,-Ausscheidung.

In Inkubationen von Darminhalt oder Faeces dieser diassoziierten
Versuchstiere in vitro in Balchmedium 1 unter N,/CO, wurde Methan gebildet,
unabhéngig davon ob die Ratte, von der das Inokulum stammte, Methan ausschied
oder nicht (Tab. 3.11). Der im Zuge dieser Inkubation von E. coli gebildete

Wasserstoff war zu Versuchsende fast vollstandig verbraucht worden.

Tabelle 3.11 Inkubationen von Darminhalt oder Faeces gnotobiotischer Ratten, die mit E. coli und
Methanobrevibacter RT-1 diassoziiert waren, in Balchmedium 1 unter einer N,/CO,-Gasphase
bei 37 °C und 140 U/min. Dabei errechnete sich die mindestens umgesetzte H,-Menge aus der
Differenz von maximaler H,-Konzentration und der H,-Konzentration am Ende der Inkubation.
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N»/CO, 0 Colon 169,79 4.2 1,80 130,14 0,77
(80/20) (7,18) | (0,45) | (0,06) | (27,96)

N»/CO, 0 Caecum | 163,26 4,95 1,40 208,76 1,28
(80/20) (6,82) | (0,35) | (0,30) | (32,54)

N,/CO, 20 Colon 218,17 11,98 2,43 482,83 2,21
(80/20) (21,33) | (1,49) | (0,22) | (82,6)

N,/CO, 20 Caecum | 223,39 10,6 2,13 426,00 1,91
(80/20) (26,53) | (1,35) | (0,45) | (58,6)

N»/CO, 20 Faeces | 246,63 19,88 3,08 842,64 3,42
(80/20) (9,06) | (0,74) | (0,13) | (63,85)

Bei diesen Versuchen begann die Methanbildung in Inkubationen von Darminhalt
bevor die maximale H,-Konzentration im Kulturgefald erreicht wurde. Hingegen setzte

in Versuchen mit Faeces als Inokulum die Methanbildung erst nach Erreichen des
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H,-Maximums ein (Abb. 3.14). Dies beeinflu3te auch den Quotienten aus dem
mindestens umgesetzten H, und dem gebildeten Methan (Tab. 3.11), da in
Mischkulturen aus Hs-Produzenten und H>-Oxidierern nur die Netto-H,-Konzentration
gemessen werden kann. Dieser Quotient erreicht sein theoretisches Maximum von 4
nur, wenn H,-Produktion und Methanbildung zeitlich vollstandig nacheinander
erfolgen. Je stérker sich H,-Bildung und CHy-Bildung zeitlich Gberschneiden, desto
kleiner wird der Quotient. Im Vergleich der Inkubationen ohne bzw. mit
Lactulosesupplementation wurden &ahnliche Mengen Methan gebildet, wahrend die
mef3bare maximale Netto-H,-Konzentration sich je nach Beginn der Methanbildung
zwischen den verschiedenen Quellen der Inokula unterschied.
a) b)
—— ODgoo —e— \Wasserstoff

103 —*—\Wasserstoff —— Methan
Methan r1200

700+
600:
500:
400:
300:
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100:

S = . . . 0+
0 24 48 72 96 120 144 0 12 24 36 48 60 72
Zeit (h) Zeit (h)

Wasserstoff und Methan (umol)

Abbildung 3.14 Inkubation von Faeces (a) bzw. Darminhalt (b) gnotobiotischer Ratten, die mit E. coli
und Methanobrevibacter RT-1 diassoziiert waren, in Balchmedium 1 unter einer Ny/CO,-
Gasphase bei 37 °C und 140 U/min.

In einer zweiten mit E. coli B5 monoassoziierten Versuchsgruppe (Gruppe 4, n=7)
konnte kein Tier mit Methanobrevibacter RT-1 besiedelt werden, so dal3 die
geplanten Versuche zum Einflu der Besiedlungsreihenfolge und zur Untersuchung
von Faktoren, die die Dominanz einer Hy-oxidierenden Population beeinflussen, nicht

durchgefuhrt werden konnten.
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3.6.3.3. Diassoziation mit E. coli und Desulfovibrio sp. (DSM 7057)

Mit E. coli monoassoziierte Tiere aus der Versuchsgruppe, die mit Desulfovibrio sp.
(DSM 7057) diassoziiert wurden, wiesen Uber die gesamte Versuchsperiode
gleichbleibend hohe Lebendzellzahlen von E. coli von durchschnittlich 4,17 (£1,20) x
10'° Zellen pro g Faecestrockenmasse (TM) auf (3.7.3.). Diese Zellzahlen wurden
durch die Diassoziation mit Desulfovibrio sp. nicht beeinfluf3t, welche in allen Tieren
erfolgreich durchgefiihrt werden konnte und zu Lebendzellzahlen von Desulfovibrio
sp. von 1,29 (£0,51) x 10° Zellen pro g TM filhrte. Weder die Erhéhung der Sulfat-
konzentration im  Trinkwasser der Versuchstiere noch die Applikation
unterschiedlicher Mengen an Sulfat zusammen mit Lactulose zu Beginn der
Melperiode hatten im Friedman-Test einen signifikanten Einflu3 (p>0,05) auf die
Lebendzellzahl von Desulfovibrio sp. (DSM 7057) in Faeces oder auf die H,-
Ausscheidung der diassoziierten Tiere (Tab. 3.12). Auch im Wilcoxon-Test lie3en
sich zwischen Ratten, die mit E. coli und Desulfovibrio sp. (DSM 7057) diassoziiert
worden waren und unterschiedliche Mengen Sulfat erhielten, keine statistisch

signifikanten Unterschiede (p>0,3) feststellen.

monoassoziiert }-|:|:|—{

diassoziiert - I

diassoziiert . }7
+ 100 pmol Sulfat

diassoziiert
+ 200 pmol Sulfat

diassoziiert | 4{
+ 400 pmol Sulfat

0 200 400 600 800

H»-Ausscheidung (umol)

Abbildung 3.15 Nach 23 h akkumulierte H,-Ausscheidung von Ratten, die mit E. coli monoassoziiert
oder mit E. coli und Desulfovibrio sp. (DSM 7057) diassoziiert worden waren. Alle Gruppen
erhielten zu Beginn der MeRperiode 200 mg Lactulose. Die diassoziierten Tiere erhielten
gemeinsam mit der Lactulose verschiedene Mengen Sulfat (0-400 umol). Dabei hatten Tiere,
denen 100, 200 bzw. 400 umol Sulfat zu Beginn der MelR3periode verabreicht wurde, auf3erhalb
der MeRperiode Zugang zu Trinkwasser, das 1,7, 3,3 bzw. 6,7 mM Sulfat enthielt.
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Ebenso wie mit E. coli und Methanobrevibacter RT-1 assoziierte Ratten schieden
auch Ratten, die mit E. coli und Desulfovibrio sp. diassoziiert waren, weniger H, aus
als Ratten, die mit E. coli monoassoziiert waren (Abb. 3.15). Mit 417,4 pmol H in
23 h nach 200 mg Lactuloseaufnahme war die Differenz jedoch nicht so stark wie bei
Diassoziationen mit Methanobrevibacter RT-1. Trotzdem war der Unterschied sowohl
im Wilcoxon- als auch im Friedman-Test statistisch signifikant (p<0,05).

Bei in vitro-Inkubationen von Darminhalten oder Faeces dieser Versuchstiere in
sulfathaltigem Balchmedium unter N,/CO, wurden bis zu 106 pmol Sulfid gebildet. Im
Zuge solcher Faecesinkubationen im Balchmedium 1 ohne zusatzliche
Kohlenstoffquelle wurde der von E. coli gebildete Wasserstoff bis zum Versuchsende
vollstandig verbraucht (Abb. 3.16).
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Abbildung 3.16 Durchschnittliche H,- und Sulfidmengen bei Inkubation von 1 g Faeces von Tieren,
die mit E. coli und Desulfovibrio sp. assoziiert waren, in Balchmedium 1, das 12 mM Sulfat und
8,6 mM Lactat enthielt. Die dargestellten Werte reprasentieren Mittelwerte = SD (n=4).

Weiterhin erreichten Zellen in sulfathaltigem Balchmedium 1, das mit Lactulose
supplementiert wurde, die héchste ODggo, bildeten aber am wenigsten Sulfid (Tab.
3.13). Wurden hingegen Faeces in Kulturgefal3en unter einer N,/CO,/H, (69/17/14,
vIviv) inkubiert, entstanden 140,89 umol Sulfid. Diese Sulfidbildung setzte allerdings
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im Gegensatz zu Inkubationen mit Lactulosesupplementation erst nach dem

Erreichen der maximalen Hy-Konzentration im Kulturgefal ein.

Tabelle 3.13 Wachstum und gebildete Sulfidmengen als Mittelwerte aus Inkubationen von Faeces
gnotobiotischer Ratten (n=5), die mit E. coli und Desulfovibrio sp. (DSM 7057) diassoziiert
worden waren. Die Inkubation bei 37 °C und 140 U/min erfolgte in Balchmedium 1, das 12 mM
Sulfat und 8,6 mM Lactat enthielt. Dabei errechnete sich die mindestens umgesetzte H,-Menge
aus der Differenz von maximaler H,-Konzentration und der H,-Konzentration am Ende der

Inkubation.
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N»/CO, 0 0,51 105,91 7,41 0,02 389,34 3,68
(80/20) (0,11) | (15,46) | (0,82) | (0,01) | (41,52)
No/CO» 10 1,82 82,39 8,57 4,67 216,25 2,62
(80/20) (0,09) | (7,16) | (0,41) | (0,79) | (33,15)
No/CO,/H, 0 0,67 140,89 17,89 7,09 559,91 3,97
(69/17/14) (0,05) | (23,46) | (0,79) | (0,33) | (64,41)

In Faeces von mono- und diassoziierten Ratten fanden sich durchschnittlich 7,6 mM
Sulfid. Weder die Besiedlung der Ratten mit Desulfovibrio sp. noch die Menge des
oral verabreichten Sulfates fiihrte zu einer Anderung dieser Konzentration in Faeces,
der wahrend der gesamten 23-stindigen Mel3periode von jedem Tier gesammelt
wurde. In diesen Faeces betrug die durchschnittliche Sulfidkonzentration 8,2 (£1,6)
umol/g TM bei Ratten, die mit E. coli monoassoziiert worden waren. Ratten, die
zusatzlich noch mit Desulfovibrio sp. (DSM 7057) assoziiert worden waren, wiesen
nach Applikation von 100, 200 und 400 pumol Sulfat Sulfidkonzentrationen von 6,1
(#1,1), 5,9 (£2,0) bzw. 7,1 (£1,6) pmol/g TM auf. Somit liel3 sich die dissimilatorische
Sulfatreduktion, die die beobachtete Verminderung der H,-Ausscheidung
diassoziierter Ratten verursachen konnte, nicht durch eine entsprechend erhohte
Sulfidkonzentration in Faeces bestatigen. Ursachen hierfir werden in Abschnitt 4.2.3.
diskutiert.
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3.6.4. Sektion der Versuchstiere

Bei der Sektion der gnotobiotischen Ratten wurde als augenféalligste anatomische
Veranderung gegenuber konventionellen Ratten eine Caecomegalie beobachtet.
Diese war unabhangig von der Art der Assoziation und makroskopisch nicht von der
keimfreier Ratten zu unterscheiden. Weiterhin enthielt das Caecum bei einigen
Ratten, die mit C. perfringens monoassoziiert waren und in der Mel3periode 500 mg
Lactulose erhielten, viel Gas, und die GeféalRe auf der Caecumwand waren z. T.

deutlich mit Blut gefullt.

3.7. Untersuchungen mittels Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung

Zwei Stamme von Dorea longicatena sp. nov. waren aus Faeces-Verdinnungen von
10® bzw. 10 isoliert worden (3.1.). AuBerdem deuteten die in vitro-Experimente
(3.4.) an, dal} Dorea longicatena sp. nov. im Darm eine Rolle beim Transfer von
Formiat und Wasserstoff spielt. Deswegen sollte die zahlenméafige Bedeutung von
Dorea longicatena sp. nov. in den Faeces von Probanden untersucht werden, wozu
die spezifische Nachweismoglichkeit einzelner Spezies mittels Fluoreszenz-in situ-
Hybridisierung (FISH) genutzt wurde.

AulRerdem wurden die Gesamtzellzahlen in Faecesproben der verschiedenen
Tierversuche mit FISH ermittelt. Diese Gesamtzellzahlen wurden mit den Zellzahlen,

die als Kolonie bildenden Einheiten ermittelt wurden, verglichen (3.7.3.).

3.7.1. Design und Validierung einer spezifischen Oligonukleotidsonden zum

Nachweis von Dorea longicatena sp. nov.

Zum Nachweis von Dorea longicatena sp. nov. wurde mittels des Software Pakets
ARB eine Oligonukleotidsonde entwickelt, die entsprechend dem von der
Oligonukleotid Probe Database (OPD, ALM et al, 1996) vorgeschlagenen
Nomenklatur mit S-S-D.lon-0633-a-A-18 bezeichnet wurde. Die Sonde bindet an eine
hypervariable Region der 16S rRNA von D. longicatena sp. nov. ab Position 663, ist
18 Nukleotide lang und wurde mit den EMBL-, ARB- und RDP-Datenbanken auf ihre
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Spezifitat geprift. Die Sonden- und deren Zielsequenz sowie die entsprechenden
Sequenzen verschiedener verwandter Spezies von D. longicatena sp. nov. sind in
Tabelle 3.14 dargestellt. Ein rDNA-Klon (SUAU et al.,, 1999) von einem bislang
unbeschriebenen und nicht kultivierten Bakterium wird theoretisch ebenfalls mit der
Sonde erfal3t. Die 16S rRNA-Gensequenz dieses Klons (GenBank-Nr. AF1322771)

ist mit derjenigen Sequenz von Dorea longicatena sp. nov. identisch.

Tabelle 3.14 Vergleich der Sondensequenz von S-S-D.lon-0633-a-A-18 mit der Zielregion der 16S
rRNA von Dorea longicatena sp. nov. und den entsprechenden Sequenzen verschiedener
phylogenetisch verwandter Spezies (nach ARB). Bei letzteren sind die Nukleotide dargestellt,
die von der Zielregion von D. longicatena sp. nov. abweichen. Die Punkte kennzeichnen
Positionen, an denen die Basen identisch sind.

Sondensequenz (S-S-D.lon-0633-a-A-18) 3~ CGTAAACCTTGACGACTC 5°
Zielsequenz (Dorea longicatena sp. nov.) 5~ GCAUUUGGAACUGCUGAG 3~
rDNA-Klon (AF1322771) B e 37
Eubacterium hallii 57 L., A...... NNN. 3~
Halomonas marina 57 ... .Coiiii., Ug. 3~
Moorella thermoacetica 57 ..., A...... C.g. 37
Moorella thermoautotrophica 57 ..., A...... C.g. 3~

N, nicht identifizierte Base

g, mit hoher Wahrscheinlichkeit Guanin

Die Sonde S-S-D.lon-0633-a-A-18 wurde mittels FISH mit Uber 100
Referenzstammen (Stammsammlung der Abteilung Gastrointestinale Mikrobiologie,
Deutsches Institut fir Ernahrungsforschung, s. 7.3.) auf ihre Spezifitdt hin Uberpruft.
Der Uberwiegende Teil der genutzten Stamme wurde aus dem Gastrointestinaltrakt
isoliert. Als Positivkontrollen diente der Nachweis mit einer universellen Sonde
(Eub338, AMANN et al., 1990) sowie bei D. longicatena sp. nov. mit der Sonde S-S-
D.lon-0633-a-A-18. Unter Standardbedingungen betrug die Hybridisierungs-
temperatur der FISH fur beide eingesetzte Sonden 46°C, wobei dem

Hybridisierungspuffer kein Formamid zugesetzt wurde.
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Dabei hybridisierte die Sonde S-S-D.lon-0633-a-A-18 nur mit den beiden neu
isolierten Stammen D. longicatena 111-35 und D. longicatena 111-13A. Alle weiteren
getesteten 108 Referenzstamme (s. 7.3.) der Stammsammlung, einschliel3lich der
nah verwandten E. formicigenerans (D. formicigenerans, 3.2.2.), E. hadrum,
Eubacterium ventriosum sowie Clostridium nexile und Clostridium oroticum, lieferten
kein Fluoreszenzsignal. Diese Ergebnisse bestatigen somit die Spezifitdt der Sonde
S-S-D.lon-0633-a-A-18 bei der FISH fur den Zielorganismus D. longicatena sp. nov..

3.7.2. Nachweis von Dorea longicatena sp. nov. in humanen Faeces

Um die Verbreitung und die Zellzahl von Dorea longicatena sp. nov. in der humanen
Gastrointestinalflora zu bestimmen, wurde mittels FISH das Vorkommen dieser
Spezies in 11 gesunden Probanden beiderlei Geschlechts im Alter von 24 bis 55
Jahren untersucht. Keiner der Probanden hatte wahrend der sechs Monate vor der
Probenentnahme Antibiotika eingenommen. Fur die Untersuchungen wurden frische
Faeces gesammelt, fixiert und mit der Sonde S-S-D.lon-0633-a-A-18 hybridisiert. Mit
der Sonde S-S-D.lon-0633-a-A-18 konnten in allen untersuchten Faecesproben
zellgebundene Fluoreszenzsignale und anhand dessen Zellzahlen von 1,8 x 10° -
4,26 x 10° Zellen/g Faecestrockenmasse (TM) mit einem mittleren Wert von 1,55 x
10° Zellen/g TM ermittelt werden. Die Zellzahlen der Gesamtflora wurden mit dem
Sondengemisch Eub-mix (KLEESSEN et al., 1999) mit durchschnittlich 2,41 x 10
Zellen/lg TM bestimmt. Die mit der Sonde S-S-D.lon-0633-a-A-18 ermittelten
Zellzahlen bildeten somit einen prozentualen Anteil von durchschnittlich 0,58% an
der Gesamtflora. Die absolut ermittelten Zellzahlen wie auch die prozentualen Anteile

wiesen allerdings eine grof3e interindividuelle Heterogenitat auf (Tab. 3.16).
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Tabelle 3.16 Mit der Sonde S-S-D.lon-0633-a-A-18 und dem Sondengemisch Eub-mix ermittelte
Zellzahlen in Faecesproben von 11 gesunden Probanden

durchschnittliche Zellzahl (+x SD)*/ g
Faecestrockenmasse
Probanden Gesamtzellzahl Zellzahl (x 10°%) mit prozentualer

(x 10™) mit Eub-mix | S-S-D.lon-0633-a-A-18 Antell
1 2,03 (0,34) 0,69 (0,13) 0,35
2 2,69 (0,41) 3,21 (0,64) 1,23
3 2,71 (0,23) 4,26 (0,85) 1,54
4 1,54 (0,11) 0,18 (0,04) 0,12
5 2,38 (0,22) 0,20 (0,10) 0,08
6 3,63 (0,29) 2,42 (0,42) 0,66
7 1,45 (0,17) 0,21 (0,06) 0,14
8 1,19 (0,21) 1,03 (0,32) 0,84
9 1,71 (0,25) 0,31 (0,04) 0,18
10 4,77 (0,56) 2,94 (0,86) 0,61
11 3,87 (0,86) 1,55 (0,92) 0,40

* arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung (SD) beruhend auf vier
Zahlungen einer Probe

3.7.3. Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung mit Faeces gnotobiotischer Ratten

Die Gesamtzellzahlen in Faeces gnotobiotischer Ratten, die mit E. coli assoziiert
worden waren, wurden neben der Ermittlung der Kolonie-bildenden Einheiten auch
mit FISH bestimmt (Abb. 3.17). Zu diesem Zweck wurde die Oligonukleotidsonden-
Mischung Eub-mix eingesetzt, mit der die Gesamtzellzahl in Faeces bestimmt wurde.
Im Mittel aller Bestimmungen wurden dabei 51,9 (£10,4)% der mit FISH ermittelten

Gesamtzellzahlen auch als KBE ermittelt.
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Abbildung 3.17 Zellzahlen pro g Faecestrockenmasse von Ratten, die mit E. coli und Desulfovibrio
sp. (DSM 7057) (a) bzw. mit E. coli und Methanobrevibacter RT-1 (b) assoziiert wurden. Die
Diassoziation der Versuchstiergruppe 3 mit Desulfovibrio sp. erfolgte 8 Wochen nach der
Assoziation mit E. coli. Die Diassoziation der Versuchstiergruppe 2 mit Methanobrevibacter
RT-1 erfolgte 14 Wochen nach der Assoziation mit E. coli. Die Futterung der Ratten erfolgte mit
Altromin fortified® mit Ausnahme von Versuchstiergruppe 2, die von der 7-10 Woche die
chemisch definierte Basisdiat erhielten. Die KBE wurden fiir E. coli auf WCA-Agar und fir
Desulfovibrio sp. auf Agar des Mediums C als Mittelwert (£SD) aus drei verschiedenen
Verdiinnungsstufen einer Probe ermittelt. Die Gesamtzellzahl wurde durch FISH mit der
Sondenmischung Eub-mix gezabhilt.



