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Tabelle 25: 1C50-Werte der Kulturiberstande von Enterococcus faecium-
Isolaten aus Wildvogelproben (Schneehuhn, Finnland)

Probe lIsolat 1Cs,Uberstand (Konzentration in %)

H 134 762 Entl > 100
H 174 163 Entl > 100
D 247 792 Ent2 > 100
D 247800 Ent3 > 100
D 247903 T1 > 100
D247903 Entl > 100
D 247907 T3 > 100
D 247 907 Ent2 > 100
2.3 Typisierung mittels RAPD-PCR

Acht Enterococcus faecium und 16 Enterococcus mundtii-lsolate aus
Kloakentupferproben vom Wildvogel wurden mittels Amplicon-Typing naher
charakterisiert. Die Ergebnisse der RAPD-PCR, die flr jedes lIsolat in zweli
unterschiedlichen Ansatzen durchgefihrt wurde, sind in Abbildung 45 und
Abbildung 46 dargestellt.

Bei der Darstellungen der RAPD-PCR Produkte im 1 %igen Agarosegel lassen
die 16 evaluierten Enterococcus mundtii-lsolate mindestens zwei, die 8

eingesetzten Enterococcus faecium Isolate drei klonale Linien vermuten.
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Abbildung 45: RAPD-PCR-Amplifikate von Enterococcus mundtii-lsolaten
aus Kloakentupferproben vom Wildvogel dargestellt durch 1 %iges
Agarosegel (links Protokoll 1, rechts Protokoll 2)
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Extraktionskontrolle

Extraktionskontrolle
Ladder 1

Ladder 1
H134 762 Ent 1
H174 163 Ent 1
D 247 792 Ent 2
D 247 800 Ent 3

Ladder 1
D 247 907 Ent 2

H134 762 Ent 1
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D 247 792 Ent 2
D 247 800 Ent 3
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D 247 907 Ent 2
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D 247 903 Ent1
D247 907 T3
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DSM 20477
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Abbildung 46: RAPD-PCR-Amplifikate von Enterococcus faecium-Isolaten
aus Kloakentupferproben vom Wildvogel dargestellt durch 1 %iges
Agarosegel (links Protokoll 1, rechts Protokoll 2)

2.4 Antimikrobielle Aktivitat gegen Pathogene

Bei der Untersuchung auf antimikrobielle Aktivitat zeigten 2 der 24 getesteten
Enterokokken-Isolate einen leicht hemmenden Effekt auf das Wachstum von
Geobacillus stearothermophilus, in Form einer 2 mm breiten Inhibitionszone um

die mit den bakteriellen Uberstanden befiillten Bohrlécher im Nahrboden.

Bei den Testkeimen handelte es sich hierbei um zwei Isolate der Spezies
Enterococcus mundtii (D 247 799 Ent4 und D 247 800 Entl), die beide gegeniber
den weiteren in diesem Test eingesetzten Bakterien keine inhibierende Wirkung
aufwiesen. Fir alle anderen getesteten Keime konnte keine antimikrobielle

Aktivitat nachgewiesen werden.

2.5 Untersuchung auf Keimkonkurrenz-Eigenschaften

Um die Kompetitionsfahigkeit der beiden Ent. mundtii-Isolate D 247 799 Ent4
und D 247 800 Entl weiter zu evaluieren, wurde ein Keimkonkurrenz-Versuch
nach Nichols et al. (1992) (mit Modifikationen) durchgefuhrt. Hierbei wurden die
Wachstumskurven  der  Ent.  mundtii-Isolate  (,,Testkeim®) mit den
Wachstumskurven unerwiinschter Stidmme (,,Indexkeime*) verglichen. Als
Indexstdmme wurde zum einen ein ESBL-bildender E. coli-Stamm (Lehrstuhl fir
Tierhygiene Nr. [-K-2-Ecol) mit zusétzlicher Antibiotikaresistenz gegen

Spectinomycin, Tobramycin und Cotrimoxazol eingesetzt, zum anderen ein
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Salmonella spp.-lsolat (Lehrstuhl far Tierhygiene Nr. 11-A3-S-05a). Das
Wachstum dieser unerwiinschten Keime in Reinkultur wurde zudem verglichen

mit ithrem Wachstum in Mischkultur.
251 Keimkonkurrenz-Versuch 1

25.1.1 Ent. mundtii D 247 799 Ent4 versus E. coli
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Abbildung 47: Wachstum von Ent. mundtii D 247 799 Ent4 (Testkeim) und

E. coli (Indexkeim) in Mischkultur (Inokulum Testkeim + Indexkeim 10°+10°
KbE/mI)
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Abbildung 48: Wachstum des E. coli-lsolats in Reinkultur gegentiber seinem
Wachstum in Mischkultur mit Ent. mundtii D 247 799 Ent4 (10°+10° KbE/ml)
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Der Stamm D 247 799 Ent 4 erreichte in den ersten Stunden der Inokulation und
wiederum zum Zeitpunkt 72 h &quivalente Konzentrationen zum konkurrierenden
E. coli-Stamm (Abbildung 47). Nach 72 h lag die Konzentration des E. coli
Isolates in Mischkultur mehr als eine Zehnerpotenz unter der Konzentration in
Reinkultur (Abbildung 48) dies entsprach einer Reduktion um 99,6 %.

10
9 X X X
8 5
_ 7
E 6 X
- N,
[~ x"
w4 ‘
2 2
3 ¢
X
2 *
1
<NG T T 1
0 24 48 72
Zeit (h)

D247799Ent4 < E coli

Abbildung 49: Wachstum von Ent. mundtii D 247 799 Ent4 und E. coli in
Mischkultur (10>+10? KbE/ml)
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Abbildung 50: Wachstum des E. coli-Isolats in Reinkultur gegentber seinem
Wachstum in Mischkultur mit Ent. mundtii D 247 799 Ent4 (10%+10° KbE/ml)

Bei niedrigen Inokulumskonzentrationen (10° KbE/ml) zeigte sich der
Enterococcus-Stamm dem E. coli-Isolat ab einem Zeitpunkt von > 5 < 24 h in der

Konzentration unterlegen, zum Zeitpunkt 72 h um etwa eine Zehnerpotenz
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(Abbildung 49) Das Wachstum des E. coli-Stammes verlief in Rein- und
Mischkultur nahezu identisch (Abbildung 50).
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Abbildung 51: Wachstumsverlauf von Ent. mundtii D 247 799 Ent4 und
E. coli in Mischkultur (10°+10? KbE/ml)
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Abbildung 52: Wachstum des E. coli-lsolats in Reinkultur (102 KbE/ml)
gegenuiber seinem Wachstum in Mischkultur mit Ent. mundtii D 247 799
Ent4 (10°+10? KbE/ml)

Die Konzentration von E. coli lag nach Inokulation von 10> KbE in Konkurrenz
zu 10° KbE des Testkeims bis einschlieRlich 5h unter der Nachweisgrenze
(Abbildung 51). Nach 24 h zeigte der Keim in Konkurrenz zu Ent. mundtii etwas
verminderte Konzentrationen, verglichen zur Reinkultur (Abbildung 52).
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Abbildung 53: Wachstumsverlauf von Ent. mundtii D 247 799 Ent4 und
E. coli in Mischkultur (10*+10° KbE/ml)
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Abbildung 54: Wachstum des E. coli-Isolats in Reinkultur (10° KbE/ml)
gegeniiber seinem Wachstum in Mischkultur mit Ent. mundtii D 247 799
Ent4 (10°+10° KbE/mlI)

Bei einem niedrigen Inokulum von 10° KbE/ml war der Testkeim zu hohen
Konzentrationen von E.coli (10° KbE/ml) nicht konkurrrenzfahig, die
Konzentration des Testkeims lag auch nach 72 h noch mehr als drei
Zehnerpotenzen unter der Konzentration des Indexkeims (Abbildung 53). Die
Wachstumskurven des E. coli-Isolats spiegeln somit auch ein unbeeintrachtigtes
Wachstum in der Mischkultur (Abbildung 54).
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2.5.1.2 Ent. mundtii D 247 800 Entl versus E. coli
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Abbildung 55: Wachstumsverlauf von Ent. mundtii D 247 800 Entl

(Testkeim) und E. coli (Indexkeim) in Mischkultur (Inokulum Testkeim +
Indexkeim 10%+10° KbE/ml)
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Abbildung 56: Wachstum des E. coli-lsolats in Reinkultur gegentiber seinem
Wachstum in Mischkultur mit Ent. mundtii D 247 800 Entl (10°+10° KbE
/ml)

Die Wachstumskurven der konkurrierenden Stdmme Ent. mundtii D 247 800 Entl
und E. coli verlaufen Uber weite Zeitrdume deckungsgleich (Abbildung 55). Ab
dem Zeitpunkt 24 h erreichte der Indexkeim in Reinkultur deutlich héhere
Konzentrationen als in Mischkultur mit dem Testkeim (Abbildung 56).
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Abbildung 57: Wachstumsverlauf von Ent. mundtii D 247 800 Entl und
E. coli in Mischkultur (10*+10? KbE/ml)
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Abbildung 58: Wachstum des E. coli-Isolats in Reinkultur gegentiber seinem
Wachstum in Mischkultur mit Ent. mundtii D 247 800 Entl (10*+10° KbE/ml)

Auch bei einem niedrigen Inokulum bleibt der Testkeim gegeniber einer dhnlich
geringen Konzentration des Indikatorkeims konkurrenzfahig (Abbildung 57). Der
Verlauf beider Kurven zeigt nur geringgradig verminderte Konzentrationen des
E. coli-Isolates in Mischkultur, verglichen zur Reinkultur an (Abbildung 58).
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Abbildung 59: Wachstumsverlauf von Ent. mundtii D 247 800 Entl und
E. coli in Mischkultur (10°+12? KbE/ml)
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Abbildung 60: Wachstum des E. coli-lsolats in Reinkultur gegentiber seinem
Wachstum in Mischkultur mit Ent. mundtii D 247 800 Entl (10°+10° KbE/ml)

Bei niedrigem Inokulum des Indexkeims bleibt dessen Konzentration in
Gegenwart hoher Konzentrationen des Testkeims bis zum Zeitpunkt > 5 < 24 h
unter der Nachweisgrenze (Abbildung 59). Ab 24 h zeigt der Indexkeim in
Mischkultur wiederum ein geringgradig vermindertes Wachstum, verglichen zur
Reinkultur (Abbildung 60).
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Abbildung 61: Wachstumsverlauf von Ent. mundtii D 247 800 Entl und
E. coli in Mischkultur (10*+10° KbE/ml)
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Abbildung 62: Wachstum des E. coli-Isolats in Reinkultur gegentiber seinem
Wachstum in Mischkultur mit Ent. mundtii D 247 800 Entl (10%+10°
KbE /ml)

Der Testkeim erreicht in Mischkultur mit E. coli erst nach lber 24 h die
Nachweisgrenze (Abbildung 61). In der Konkurrenzsituation zu Ent. mundtii ist
die Konzentration des E. coli-Isolates dennoch ab dem Zeitpunkt 24 h um mehr

als eine Zehnerpotenz verringert, verglichen zur Reinkultur (Abbildung 62).
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2.5.1.3 Ent. mundtii vs. Salmonella spp.

Die Enterococcus-Isolate erscheinen grundsatzlich kompetitionsfahig zum
Salmonella-Isolat, jedoch zeigte sich das Salmonella-lsolat in Mischkultur
verglichen zur Reinkultur nur in vier der acht Ansétze inhibiert, maximal um
85,7 %. Wachstumskurven zu den entsprechenden Keimkonkurrenzexperimenten

sind im Anhang dargestellt.

2.5.2 Keimkonkurrenz-Versuch 2

In einem weiteren Versuch wurde die Kompetitionsfahigkeit eines potentiellen
Inokulum-Stammes  gegeniiber  E. coli-lsolaten (n=34) untersucht. Die
eingesetzten E. coli-Isolate stammten aus Zakumproben von Eintagskiken aus
Maststallhaltung und wurden zuvor auf ihre phénotypische Antibiotikaresistenz
getestet (siehe Punkt 1VV1.3.1.3). Sdmtliche Isolate wurden jeweils sowohl in Rein-
als auch in Mischkultur mit dem Enterococcus mundtii-lsolat D 247 800 Entl (aus
Kloakentupferproben vom Schneehuhn) angeziichtet. Nach 72 h Bebrutungszeit
wurde das Wachstum der E. coli-Isolate in Reinkultur mit ithrem Wachstum in
Mischkultur mit Enterococcus mundtii D 247 800 Entl verglichen, um dessen
inhibitorische Einflusse auf die eingesetzten E. coli-Stdamme zu Uberpriifen. Die
Auswertung erfolgte mittels Wilcoxon Signed Rank Test. Dabei ergab sich ein Z-
Wert von -1.4026, der p-Wert lag bei 0,16152. Somit waren keine signifikanten
Unterschiede des Wachstums der E.coli-lsolate in Rein- und Mischkultur

nachweisbar. Das Ergebnis dieses Keimkonkurrenz-Versuchs ist in Abbildung 63

dargestellt.
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Abbildung 63: Wachstum von E. coli-Isolaten (n=34) von Kiken aus
Maststallhaltung (< 24 h) in Reinkultur gegeniiber ihrem Wachstum in
Mischkultur mit Ent. mundtii D 247 800 Ent1 (10°+10° KbE/ml)
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V DISKUSSION

1 Untersuchungsmaterial

Um die Heranbildung des intestinalen Mikrobioms von Kiiken nachzuvollziehen
wurden Darminhalt und Mukosa ihrer Z&ka mikrobiologisch untersucht. Der
Blinddarm zeigt beim Huhn in der Regel die grofite Diversitat der intestinalen
Mikrobiota, zudem werden in diesem Segment die hochsten Keimzahlen erreicht
(Gerlach, 1994; Lu et al., 2003; van der Wielen et al., 2002; Gong et al., 2006).
So hat die physiologische Besiedlung des Zakums beim Vogel erheblichen
Einfluss auf Gesundheit und Leistung der Tiere (Clench & Mathias, 1995; Stanley
etal., 2014).

Um die anhand Kklassischer Kultivierungsmethoden ermittelten Keimzahlen
untereinander vergleichbar zu machen wurde — fur jede beprobte Altersstufe der
Kiken — durch Messung des Innendurchmessers und der Lénge des untersuchten
Darmstilickes dessen Volumen und Flache bestimmt. Im Anschluss wurden
samtliche Keimzahlen auf 1cm® Darmvolumen (fir das Mikrobiom des
Darminhalts) bzw. 1cm? Darmgrundflaiche (fir das Mukosa-assoziierte
Mikrobiom) bezogen. Die Zahl der Mukosa-assoziierten Mikroorganismen
bezieht sich folglich auf 1 cm? Grundflache der zakalen Schleimhaut. Hierbei
nicht berlcksichtigt ist die OberflachenvergréRerung der Darmschleimhaut in
Folge der Ausbildung von Darmzotten, welche beim Gefligel in allen
Darmabschnitten auftreten (Konig et al., 2009).

In einem weiteren Versuch wurden Kloakentupferproben von Schneehiihnern
(Finnland) analysiert: diese wurden mit sterilen Tupfern entnommen,
unverziglich in Transportmedium verbracht und gekihlt an das Bayerische
Landesamt fur Gesundheit und Lebensmittelsicherheit gesendet. Dennoch kann
nicht vollkommen ausgeschlossen werden, dass Keime von der Oberflache des
Tierkorpers an die Tupfer gelangt sind. Zudem birgt der lange Transportweg die
Gefahr, dass eine Temperatur von 4 °C nicht dauerhaft gewéhrleistet ist und
Néhrstoffe im Transportmedium bis zur bakteriologischen Untersuchung der
Proben aufgebraucht sind. Dadurch kann sich ein verzerrtes Bild des

Keimspektrums der Tupferproben ergeben.
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Zunéchst war beabsichtigt, anhand von Darm(-inhalts)proben von Schneehlhnern
aus ihrem naturlichen Habitat Aufschluss Uber die physiologische
Zusammensetzung des ,naturbelassenen“ und vom Menschen weitgehend
unbeeinflussten intestinalen Mikrobioms von Schneehlhnern zu gewinnen. Aus
organisatorischen Griinden auf Seiten der finnischen Projektpartner konnten diese
Proben jedoch nicht zur Verfigung gestellt werden. Ein Forderantrag fir
Reisemittel, der die Probennahme und -bearbeitung durch deutsche Mitarbeiter
vor Ort ermdglichen sollte, wurde negativ beschieden. Daher wurden fur grob
orientierende Untersuchungen die zur Verfugung stehenden Kloakentupferproben
genutzt. Dabei muss beachtet werden, dass der mikrobielle Inhalt der Kloake
davon abhéngt, ob sich in diesem Abschnitt zum Probennahmezeitpunkt Material
aus dem Dinndarm oder den sich 2 bis 4 mal t&glich entleerenden Blindd&drmen
befindet (Barrow, 1992); aullerdem konnen anhand von Tupferproben keine
Aussagen Uber die quantitative Zusammensetzung der Darmflora getroffen
werden und auch die Mukosa-assoziierten Mikroorganismen bleiben hierbei

unbertcksichtigt.

Der urspriinglichen Intention nach stellten die Kloakentupferproben eine mégliche
Quelle zur Gewinnung potentiell protektiver Vertreter aus den physiologischen
Darmmikrobiota von Schneehiihnern dar. Diese Mikroorganismen sollten im
Anschluss n&her charakterisiert und ihre inhibitorischen Effekte als Mono-Spezies
gegeniiber pathogenen / resistenten Keimen in vitro erfasst werden um ihre
Eignung als potentielle Inokulumstimme im Sinne einer ,,competitive exclusion®
zu Uberprifen. Ziel ist es, hochempfangliche Eintagskiken durch die
Verabreichung ausgewdhlter Bakterien vor einer Besiedelung ihres
Gastrointestinaltrakts durch (potentielle) Pathogene zu schiitzen.

Aufgrund der weiten Verbreitung von Antibiotikaresistenzen — etwa auch bei
Okologisch gehaltenen Legehennen (Schwaiger etal., 2012) — erscheinen
Wildtiere hierflr als moglicherweise geeignete Quelle. Da antibiotikaresistente
Keime auch in Proben von Wildvogeln detektiert werden konnten, die diese
beispielsweise (ber menschliche Abfallprodukte, Abwaésser oder Kontakt zu
Intensivtierhaltungen  erwerben und so auch ein  Reservoir  flr
Antibiotikaresistenzgene darstellen konnen (Bonnedahl & Jarhult, 2014),
erscheint es sinnvoll, potentielle Inokulumstdamme aus Wildvogeln zu isolieren,

deren Lebensraum Gebiete geringerer Bevolkerungsdichte darstellt.
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Aufgrund wirtsspezifischer Wechselwirkungen ist es fiir die Ansiedelung eines
Bakteriums im Intestinaltrakt des Wirtsorganismus von erheblicher Bedeutung, ob
es sich dabei um einen ,,autochthonen* Stamm handelt, welcher aus derselben
Wirtsspezies isoliert wurde (Fuller, 1974). Es konnte gezeigt werden, dass Kiiken
auch durch die Verabreichung der Darmmikrobiota bestimmter anderer
Vogelarten vor einer intestinalen Kolonisation von pathogenen Mikroorganismen
geschutzt werden (Weinack et al., 1982; Impey et al., 1984), die Mikrobiota
anderer Tierarten (z. B. von Pferden oder Rindern) entfalten jedoch keine
protektive Wirkung (Nurmi & Rantala, 1973).

2 Einordnung der Ergebnisse mikrobiologisch-kultureller
Untersuchungen

2.1 Quantitative und qualitative mikrobiologisch-kulturelle
Untersuchungen

Anhand der klassischen Kultivierung von Bakterien auf nicht-selektiven wie
selektiven Nahrmedien wurde die Entwicklung der intestinalen Mikrobiota von
Kiken, welche ab dem Zeitpunkt des Schlupfes unterschiedlichen
Umweltbedingungen ausgesetzt waren, zundchst quantitativ erfasst. Zur weiteren
Differenzierung der isolierten Mikroorganismen erfolgten Untersuchungen mit
Hilfe biochemischer Tests und MALDI-TOF-MS Analytik. Ziel war es, Aussagen
Uber die qualitative Zusammensetzung der Darmflora von Kiken aus
unterschiedlichen Haltungsformen —  natiirlich” inokulierte Jungtiere aus
Volierenhaltung, keimarm gehaltene Kiiken aus Kafighaltung sowie unter
konventionellen Mastbedingungen aufgezogene Tiere — zu treffen. Dabei sollten
sowohl die im Lumen befindlichen, als auch die stark Mukosa-angehafteten

Bakterien (nach Gong et al., 2002) erfasst werden.

Die klassische bakteriologische Untersuchung bietet dabei eine Moglichkeit zur
quantitativen Bestimmung der Gesamtkeimzahl und kann einen Uberblick (iber
das bakterielle Keimspektrum im Probenmaterial geben; auBerdem ist es moglich
an vitalen Bakterien die phanotypische Antibiotikaresistenz zu bestimmen.
Dariiber hinaus ist es insbesondere fir die Auswahl potentieller Inokulumstamme
entscheidend, lebende und anzichtbare Mikroorganismen — hier aus
Kloakentupferproben vom Schneehuhn (Finnland) — zu gewinnen (Rantala, 1974;
Snoeyenbos et al.,1978).
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Da nach derzeitigem Stand nur ca. 20-50 % der Darmbakterien Kkultivierbar sind
(Zoetendal et al., 1998; Zoetendal & Mackie, 2005), ist es zum einen unerlasslich,
eine sorgfaltige Auswahl der verwendeten Nahrmedien zu treffen (Wintzingerode
et al., 1997); zum anderen stellen molekularbiologische Untersuchungen ein
wertvolles Werkzeug zur Untersuchung des intestinalen Mikrobioms dar, da auf
diese Weise auch ein Grol3teil der nicht kultivierbaren Keime erfasst werden kann
(Higuchi et al., 1992; Gong et al., 2002).

Nach Isolierung der anziichtbaren Mikroorganismen wurden diese zu ihrer
naheren ldentifizierung verschiedenen biochemischen Tests unterzogen, zudem
erfolgte die weitere Analyse von Keimen mittels MALDI-TOF-MS-Technik.
Anhand dieser massenspektrometrischen Methode lassen sich Bakterien
zuverléssig, schnell, objektiv sowie kostenglinstig bestimmen (Seng et al., 2009;
Carbonnelle et al., 2011; Welker, 2012). Gegentiber biochemischen
Differenzierungssystemen (z. B. AP1® 50 CH) wird den durch MALDI-TOF-MS-
Analyse gelieferten Ergebnissen eine hohere Genauigkeit und bessere
Reproduzierbarkeit zugesprochen (Burak & Gehrt, 2010; Albert et al., 2011,
Wieser et al., 2012). Mit dieser Methode werden vornehmlich hochkonservierte
ribosomale  Proteine  detektiert, somit ist sie  unabh&ngiger von
Stoffwechseleigenschaften der Keime (Wieser et al., 2012). Die MALDI-TOF-
MS-Technik ist jedoch haufig nicht in der Lage sehr nah verwandte
Mikroorganismen zu unterscheiden; auBerdem ist fur ldentifizierungsraten und
Zuverlassigkeit des MALDI-TOF-MS-Systems das Vorhandensein einer validen
Referenz-Datenbank entscheidend (Wieser et al., 2012; Welker & Moore, 2011);
diese kann jederzeit um neue Protein-Referenzspektren erweitert werden. Des
Weiteren sollten Keimanzuchtung und Probenvorbereitung nach einem
standardisierten Verfahren erfolgen, um die Reproduzierbarkeit der Resultate zu
gewahrleisten und die Ergebnisse besser vergleichbar zu machen (Freiwald &
Sauer, 2009; Fenselau & Demirev, 2001; Carbonnelle et al., 2011).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde anhand bakterieller
Kultivierungsmethoden gezeigt, dass Kiiken, die unmittelbar nach dem Schlupf
aus ungewaschenen Bruteiern Kontakt zu Althennenkot hatten, in ihrer ersten
Lebenswoche eine vielfdltige Darmflora entwickelten. Unter natlrlichen
Bedingungen nimmt das Kuken beim Aufpicken der Eischale wéhrend des
Schlupfes zundchst Bakterien von der Eioberflache auf. Die frisch geschlupften
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Kiken haben anschliefend Kontakt zu Mikroorganismen aus der Umgebung des
Nests und leben wahrend ihren ersten Lebenswochen in engem Kontakt zur
Glucke wodurch sich eine physiologische Kolonisierung des juvenilen
Gastrointestinaltraktes mit Mikroorganismen aus dem maternalen Mikrobiom
vollzieht (Smith, 1965; Fuller, 1984; Stanley, 2013). In Folge dessen stammen die
erstbesiedelnden Keime aus dem autochthonen Mikrobiom gesunder, adulter
Artgenossen. Sie tragen nun zum Schutz des hochempfanglichen
Kikens vor (potentiell) pathogenen Keimen bei, denn parallel zur Heranbildung
eines stabilen physiologischen Darm-Mikrobioms entwickelt das Jungtier eine
erhohte Widerstandsfahigkeit gegenuber Salmonella-Serovaren und anderen
(potentiell) pathogenen Keimen (Nurmi & Rantalla, 1973; Barnes et al., 1980;
Soerjadi-Liem et al., 1984b; Hakkinen & Schneitz, 1996, 1999; Craven et al.,
1999; Hofacre et al., 2002).

Im Gegensatz zu den physiologisch inokulierten Kiiken aus Volierenhaltung fiel
die zékale Besiedlung durch Mikroorganismen bei den keimarm gehaltenen
Ké&figtieren im durchgefihrten Versuch fast immer gering aus. Der fehlende
Kontakt der Kiiken zu den Elterntieren und die Haltung der Tiere in gereinigten
und desinfizierten Stéllen verzdgert den Prozess der Darmfloraentwicklung;
stattdessen stammen die ersten Mikroorganismen, mit denen diese Tiere
konfrontiert werden von Futter, Wasser, Einstreu, Transportboxen und Personal
(Fuller, 1984), wodurch auch die Ansiedelung von (potentiell) pathogenen
Keimen gefordert wird (Nurmi & Rantalla, 1973; Crhanova et al., 2011).

Fryklund et al. beschrieben 1992 vergleichbare Verhdltnisse fir Babys, die in
Krankenh&usern entbunden wurden und bei denen teilweise eine stark von
Keimen aus dem Krankenhausmilieu geprégte fakalen Flora nachgewiesen wurde
(Fryklund etal., 1992). Aus mikrotkologischer Sicht ist diese frihkindliche
Besiedlung mit Hospitalkeimen unerwinscht, da solche Stdamme oftmals Trager
von multiplen Antibiotika-Resistenzen oder Virulenzmerkmalen sind (Schulze
etal.,, 2008). Auch Babys, die per Kaiserschnitt entbunden wurden, besallen
anders zusammengesetzte Mikrobiota als Neugeborene, die auf nattrlichem Wege
zur Welt kamen (Dominguez-Bello, 2010), dieser Unterschied scheint sich
langerfristig auf die bakteriellen Zusammensetzung im Darmtrakt auszuwirken
und konnte noch ein halbes Jahr spater nachgewiesen werden (Gronlund et al.,
1999).
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Auch in modernen Brutereien herrschen hohe Hygienestandards, um potentielle
Krankheitserreger auszuschlieen. Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit
beprobten Tiere, welche unter konventionellen Bedingungen im Maststall
aufgezogen wurden, zeigten im Vergleich zu den physiologisch inokulierten
Hihnern aus Volierenhaltung eine verzogerte Besiedlung des Zakums durch
Laktobazillen: Wahrend diese Bakteriengattung bei den Volierentieren bereits
innerhalb der ersten 24 h aus Darminhalt und zékaler Mukosa isoliert werden
konnten, erfolgte der Nachweis von Laktobazillen bei den konventionell
aufgezogenen Huhnern erst nach 48 h. Bei der Tiergruppe aus Maststallhaltung
erreichten Lactobacillus spp. ab Tag 7 der Probennahme Keimzahlen um 107 bis
10° KbE pro cm® Darm, wahrend bei physiologisch inokulierten Volierentiere
bereits nach 24 h entsprechende Werte fur den Darminhalt nachgewiesen werden

konnten.

Bei Mikroorganismen der Gattung Lactobacillus handelt es sich um grampositive,
anaerobe oder fakultativ anaerobe stdbchenformigen Bakterien, die keine
Befahigung zur Sporenbildung haben und vornehmlich apathogen sind (Selbitz et
al., 2010). Sie bauen Zucker fermentativ zu Milchséure ab und tragen so zu einer
Senkung des pH-Werts ihres umgebenden Milieus (z. B. im Gastrointestinaltrakt)
bei, auf diese Weise wird das Wachstum von E coli und anderen
sdureempfindlichen Keimen gehemmt (Fuller, 1964). Zudem erhoht Lactat die
Permeabilitat der &uReren Zellmembran gramnegativer Keime, sodass die
Wirksamkeit der durch manche Lactobacillus-Stamme  produzierten
antimikrobiellen Substanzen (z. B. Bakteriozine, Reuterin) gesteigert wird
(Alakomi, 2000). Aufgrund dieser Mechanismen kodnnen Lactobacillus spp.
antagonistisch gegen unerwiinschte Keime wirken (Klein et al., 1998; Ouwehand
& Vesterlund, 2004). Sie finden daher auch hadufigen Einsatz als Probiotika
(Schulze et al., 2008).

Bare und Wisemann (1964) zeigten, dass die Kolonisation des Darmes von Kiiken
mit Laktobazillen verzdgert wird, wenn die Tiere in einer ,,sauberen” Umgebung
schlupfen in der sich zuvor keine Artgenossen aufhielten (Bare & Wiseman,
1964). Andererseits kann die Ansiedlung von Laktobazillen im Magen-Darmtrakt
beschleunigt werden, wenn diese frisch geschlipften Kiiken verabreicht werden
(Fuller, 1973).
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Zum Nachweis von Laktobazillen wurde fir die vorliegende Studie der
hochselektive LAMVAB-Agar nach Hartemink et al. (1997) ausgewahlt. Dieses
Medium inhibiert durch seinen niedrigen pH-Wert und den Zusatz von
Vancomycin das Wachstum zahlreicher Mikroorganismen, hingegen handelt es
sich bei Laktobazillen um sduretolerante Bakterien, die zumeist auch eine
intrinsische Resistenz gegen Vancomycin aufweisen (Hartemink et al., 1997).
Dabei muss jedoch bedacht werden, dass Vancomycin-sensible Lactobacillus
spp., wie z.B. L. acidophilus auf diesem N&hrboden nicht erfasst werden
(Hamilton-Miller & Shah, 1998). Eine Alternative zur Anziichtung von
Laktobazillen (inklusive Vancomycin sensibler Spezies) stellt der MRS-Agar dar
(de Man etal., 1960), welcher jedoch aufgrund seiner wesentlich geringeren
Selektivitat auch das Wachstum anderer Keime (z. B. Streptococcus spp.) zuldsst,
was wiederum die Auswertung der Lactobacillus spp.-Keimzahlen erheblich
erschwert (Hartemink & Rombouts, 1999). Nach Abwdagung dieser Kriterien
wurde hier LAMVAB-Agar zur Quantifizierung der Lactobacillus spp. eingesetzt,
zumal L. acidophilus auch auf dem hier ebenfalls eingesetzten Schaedler-Agar

wéchst und sogleich dort detektiert werden kann.

Obligate Anaerobier waren bei allen 3 Tiergruppen vorzufinden, wobei bei den
physiologisch inokulierten und den keimfrei gehaltenen Kiiken ausschlieBlich aus
Mukosaproben obligat anaerobe Keime subkultiviert und identifiziert werden
konnten. Dies Uberrascht zundchst, da dltere, ebenfalls auf klassischen
bakteriologischen Methoden beruhende Studien von einer Dominanz obligater
Anaerobier in den Zaka von Broilern berichten (Barnes et al., 1972; Mead &
Adams 1975; Salanitro et al., 1974) Dabei gilt zu beachten, dass insbesondere
obligat anaerobe Mikroorganismen haufig nicht oder nur schwer anziichtbar sind.
Schaedler-Agar ist fur die Anzucht anspruchsvoller anaerober Bakterien wie
beispielsweise Clostridien und Bacteroides geeignet (Schaedler, 1965). Durch
Zugabe von Schafblut und Vitamin K wird das Wachstum obligat anaerober
Keime weiter gefordert. Dennoch sind offensichtlich trotz optimierter Medien
einige anaerobe Mikroorganismen nur schwer anzichtbar (Stanley et al., 2014);
auch aus diesen Grinden stellen die erfolgten molekularbiologischen
Untersuchungen — mit denen letztendlich auch die Présenz obligater Anaerobier

im Darminhalt gezeigt wurde — eine wertvolle Erganzung dar.
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Aus den 20 aus Finnland Ubermittelten Kloakentupfern von Schneehiihnern
konnten — mit Ausnahme eines E. coli-Isolats — ausschliel3lich Enterokokken
angezichtet werden. Da es unwahrscheinlich erscheint, dass die Mikrobiota der
Kloake von Schneehthnern nur aus diesen Keimen besteht, kann anhand der
Kloakentupferproben keine Aussage uUber die quantitative und qualitative
Zusammensetzung des intestinalen Mikrobioms der Tiere getroffen werden.
Vermutlich ist das geringe Keimspektrum im Probenmaterial auf den langen

Transportweg zurtickzufihren.

2.2 Phanotypische Antibiotikaresistenzraten

Sowohl E.coli als auch Bakterien der Gattung Enterococcus gelten als
Indikatorkeime fir das Vorkommen von Antibiotika-Resistenzen und werden zur
Evaluierung von Resistenzsituationen herangezogen, da sie zum einen ubiquitér
verbreitet sind und hdufig auch im Magen-Darmtrakt von Mensch und Tier
vorkommen, zum anderen besitzen diese Mikroorganismen eine Vielzahl von
natlrlichen und zum Teil auch erworbenen Resistenzdeterminanten gegenuber
antimikrobiellen Wirkstoffen. Weiterhin sind sie u. a. als Erreger nosokomialer
Infektionen von humanmedizinischer Bedeutung (Peters et al., 2003). E. coli
représentiert hierbei das gramnegative Spektrum der intestinalen Mikrobiota,
wahrend Enterococcus spp. als Vertreter der grampositiven kommensalen

Darmkeime herangezogen werden (EFSA, 2008).

Der Abgleich der Minimalen Hemmstoffkonzentrationen (MHK) mit
entsprechenden Grenzwerten (zusammengestellt in Schwaiger et al., 2013)
zeigten, dass fur die Indikatorspezies E. coli bereits am ersten Lebenstag der
physiologisch inokulierten Tiere betrachtliche Resistenzraten nachweisbar waren.
Auch die aus Blinddarmproben von konventionell aufgezogenen Kiiken isolierten
E. coli wiesen gegen einzelne Antibiotika beachtliche Resistenzen auf. Dies belegt
die Wichtigkeit eines kontrollierten physiologischen Inokulums, das frei von

antibiotikaresistenten Bakterien ist.

Zum anderen ergab die Analyse der phéanotypischen Resistenz fir die
Indikatorspezies E. coli von Tag 1 zu spateren Tagen (max. Tag 7) abnehmende
Resistenzraten fur die physiologisch inokulierten Kiiken und zunehmende
Resistenzraten flr die konventionell gehaltenen Tiere.



148 Diskussion

Ahnliche Beobachtungen machten Bortolaia et al. (2010): Sie untersuchten das
Auftreten R-lactam- und (fluoro)quinolonresistenter E. coli in gesunden,
unbehandelten Broilerherden entlang der Produktionskette und fanden heraus,
dass auch in unbehandelten Herden (ohne Selektionsdruck) antibiotikaresistente
Keime mit hoher genotypischer Heterogenitdt vorhanden sind. Die Autoren
verweisen dabei auf die vertikale Ubertragung von Keimen durch vorhergehende

Generationen (Bortolaia et al., 2010).

Eine Erklarung fir die abfallenden Resistenzraten der aus physiologisch
inokulierten Volierentieren isolierten E. coli kbnnte sein, dass die Expression von
Antibiotikaresistenzgenen einen energieverbrauchenden Prozess darstellt (Nichols
et al., 1992). Dies kann fur die resistenten Keime im Intestinaltrakt der Kiken bei
gleichzeitiger Entwicklung eines physiologischen zékalen Mikrobioms bei der

Konkurrenz um Platz und Ressourcen einen Nachteil darstellen.

3 Einordnung der Ergebnisse molekularbiologischer

Untersuchungen

Die  PCR-SSCP  (Polymerase-Chain-Reaction-Single-Strand-Conformation-
Polymorphism) Technik wurde urspriinglich in der Medizin als Methode zur
Mutationsanalyse entwickelt (Orita et al., 1989) und spater zu einem
molekularbiologischen Fingerprintverfahren weiterentwickelt, mit dem die
Diversitat mikrobiologischer Gemeinschaften in unterschiedlichen

Probenmaterialien untersucht werden kann (Schwieger & Tebbe, 1998).

Der groRe Vorteil dieses Verfahrens gegentiber klassischen bakteriologischen
Methoden liegt darin, dass dadurch auch nicht- bzw. nur schwer anzichtbare
Bakterien erfasst werden konnen. Dabei bestehen die Einzelkomponenten
(Banden) der SSCP-Profile im Idealfall aus dem DNA-Abschnitt eines einzelnen
Organismus, jedoch kdnnen verschiedene SSCP-Banden durchaus von demselben
Keim hervorgerufen werden. Dies kann zum einen dadurch entstehen, dass viele
Bakterien (Uber mehrere, etwas unterschiedliche rRNA-Gene verfugen
(Brinkmann, 2006), zum anderen konnen einzelstrdéngige DNA-Sequenzen
mehrere stabile Konformationen (davon eine dominante) einnehmen (Sunnucks
etal., 2000). Hinzu kommt, dass bereits ein Basenaustausch zu einer voéllig
anderen Sekundarstruktur der DNA und somit zu veréndertem Laufverhalten
fihren kann (Orita et al., 1989). Umgekehrt besteht die Mdglichkeit, dass eine
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starke Bande im Polyacrylamidgel durch die Uberlagerung verschiedener
Sequenzen entstanden ist (Schmalenberger & Tebbe, 2003). Auch aus diesen
Grinden lasst die Intensitat einzelner Banden nur ungeféhre Ruckschlusse auf
Keimzahlenverhaltnisse zu, jedoch gibt es im Allgemeinen eine gute Korrelation
zwischen der Komplexitat der SSCP-Profile und der strukturellen Vielfalt der
ausgewdahlten mikrobiellen Gemeinschaft (Brinkmann, 2006). Uber digitale
Bildanalyse und geeignete Software wie z.B. GelCompar (Applied Maths,
Kortrijk, Belgien) konnen gemeinsame und abweichende Banden in Gelen
identifiziert sowie Unterschiede auch semiquantitativ beschrieben werden.
Banden aus SSCP-Profilen lassen sich aullerdem problemlos sequenzieren
(Brinkmann, 2006).

So hat sich die PCR-SSCP Methode zur Darstellung von mikrobiellen
Diversitaten und von Verdnderungen in der bakteriellen Zusammensetzung von
Probenmaterial sehr gut bewahrt (Nocker et al., 2007). GroRe Probenmengen
konnen basierend auf Unterschieden in ihrer primdren DNA-Sequenz gleichzeitig,
zuverléssig und schnell analysiert werden, aullerdem ist diese Methode sensitiv
genug, um auch Bakterien(populationen) zu erfassen, die weniger als 1,5 % einer
mikrobiellen Gemeinschaft ausmachen (Lee et al., 1996). Des Weiteren erwies
sich die PCR-SSCP-Methode im Vergleich zu anderen Fingerprintverfahren (wie
z. B. DGGE) als gut reproduzierbar (Korthals et al., 2008).

Bei der optischen Betrachtung der SSCP-Gele wird deutlich, dass bei den drei
beprobten Tiergruppen — Kilken aus Volieren-, Kéfig- und Maststallhaltung — zu
friihen Zeitpunkten (0 h, 24 h) nur eine geringe Anzahl an Banden detektiert
werden konnte. Dies dndert sich mit zunehmendem Alter der Tiere und spiegelt
die steigende Diversitdt des intestinalen Mikrobioms mit zunehmendem
Lebensalter wieder. Diese Beobachtung deckt sich mit zahlreichen friiheren
Studien, die zeigten, dass sich aus dem primér nahezu unbesiedelten Darmtrakt
des Jungtieres mit zunehmendem Alter Uber eine zunéchst einfache, instabile
Gemeinschaft ein relativ komplexes und stabiles Okosystem entwickelt (Lu et al.,
2003; Lan et al., 2005; Richards et al., 2005; Thompson et al., 2008; Crhanova
etal., 2010).

Die Sequenzierung ausgewéhlter dominanter Banden im SSCP-Gel von 7 Tage
alten Kiken aus Volieren- und Maststallhaltung ergab sehr deutliche Unterschiede

der intestinalen Mikrobiota. Dies bestétigte auch die Analyse der Bandenmuster
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und -diversitdt im SSCP-Gel: Der Jaccard-Koeffizient, der ein MaR fiur die
Ubereinstimmung darstellt, lag auf Genusebene im Mittel bei 0,125, auf Spezies-

Ebene bei 0 im Inhalt und bei 0,125 fiir die Mukosa-assoziierten Banden.

Dariiber hinaus veranschaulichte die Sequenzanalyse, dass das intestinale
Mikrobiom der Volierentiere, welche Kontakt zu Althennenstreu hatten, sowohl
in Blinddarminhalt als auch in der zédkalen Mukosa von obligaten Anaerobiern
dominiert wurde. So konnten in Proben dieser Tiergruppe z. B. Sequenzen von
Faecalibacterium prausnitzii, Alistipes spp. und Bacteroides spp. detektiert
werden. In den zdkalen Mukosaproben der konventionell gehaltenen Tiere
hingegen zeigte sich bei allen sechs zum Zeitpunkt sieben Tage beprobten Kiiken
eine sehr intensiv ausgepragte Bande im Polyacrylamidgel, die durch
Sequenzierung als Escherichia sp. identifiziert werden konnte. Diese Bande auf
Hohe von E.coli des Speziesstandards konnte bei zwei der sechs an ihrem
7. Lebenstag im Mastbetrieb beprobten Hihnern auch im SSCP-Gel der
Darminhaltsproben detektiert werden, hier zeigte sich die Bande jedoch mit
deutlich geringerer Intensitdt. So wurde deutlich, dass die vorherrschenden
Escherichia sp. im Zakum der konventionell gehaltenen Tiere sehr stark an die

Mukosa angehaftet waren.

Adhédrenz von Bakterien an Oberflachen (z. B. Epithelzellen) ist eine
Voraussetzung fir die Kolonisation eines Wirtsorganismus (Valentin-Weigand,
2010). So wird es beispielsweise im Magen-Darm-Trakt moglich, dem
Abtransport durch peristaltische Bewegungen zu entgehen (Fuller, 1984). Die den
Darm besiedelnden kommensalen Keime besitzen diverse Haftorganellen oder
adhdsive Oberflachenstrukturen und verfiigen tiber molekulare Haftmechanismen,
um im Biotop Darm persistieren bzw. kolonisieren zu konnen (Schulze et al.,
2008). Adharenz gilt allerdings auch als wesentliches Pathogenitatsmerkmal eines
pathogenen Mikroorganismus und die Bindung an spezifische Rezeptorstrukturen
der intestinalen Epithelzellen stellt hier den ersten Schritt einer Infektion dar
(Torres et al., 2005; Mayr, 2007).

Die Spezies Escherichia coli umfasst apathogene, fakultativ pathogene sowie
obligat pathogene Stamme. Es handelt sich um gramnegative, ubiquitér
verbreitende Mikroorganismen, die sowohl aerob als auch anaerob wachsen und
insbesondere im feuchten Milieu eine hohe Tenazitat zeigen aber auch in

angetrocknetem Kot tber Monate vermehrungsfahig bleiben kdnnen (Mayr,
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2007). Wahrend diese Bakterien teilweise in der Lage sind, gereinigte
Oberflachen zu kolonisieren (Reidl, 2009), stellen insbesondere gramnegative
obligat anaerobe Keime erhéhte Anspriiche an ihre Umwelt (Selbitz et al., 2010).
Diese Umstande stellen eine mdgliche Erklarung fir die Dominanz von
Escherichia spp. im mukosalen Mikrobiom von konventionell gehaltenen Kiken

aus Maststallhaltung dar.

Die Tiere aus Volierenhaltung hatten im Gegensatz zu den konventionell
gehaltenen Kiken sowohl tber das Ei als auch Uber die Einstreu, auf der zuvor
Althennen lebten, Kontakt zur autochthonen Darmmikrobiota erwachsener
Hihner. Physiologisch dominieren im Z&akum obligate Anaerobier (Fuller, 1984;
Lu etal., 2003); wie die Sequenzanalyse der PCR-SSCP-Gele an Tag 7 der

Probennahme zeigt, ist dies bei den physiologisch inokulierten Tieren der Fall.

Ein physiologisch entwickeltes intestinales Mikrobiom bildet Uber das Prinzip der
,competitive exclusion® eine Barriere gegen unerwiinschte pathogene Keime, die
den Wirt durch ihre Anwesenheit im Darm erheblich schédigen konnen (Nurmi &
Rantala, 1973) Zu dieser Schutzwirkung scheinen obligat anaerobe Bakterien
einen erheblichen Teil beizutragen (Schneitz, 2005). Der wahrscheinlich
wichtigste Mechanismus ist dabei die direkte Konkurrenz um intestinale
Bindungsstellen an der Darmschleimhaut/im Mukus bzw. das Blockieren von
Bindungsstellen fiir Pathogene (Methner, 2000; Lan et al., 2005; Schneitz 2005).
Aullerdem werden zahlreiche weitere Prozesse, wie der sich &ndernde pH-Wert
durch die von Anaerobiern produzierten fliichtigen Fettsauren, die Konkurrenz um
Né&hrstoffe und die Wirkung hemmender Substanzen (H.S, Bakteriozine,
dekonjugierte Gallensalze) in Betracht gezogen (Barnes et al., 1979; Savage,
1987; Corrier et al., 1995; Schneitz et al., 1998 ).

Um die SSCP-Gelprofile der jeweils zeitgleich gehaltenen Tiergruppen an ihrem
siebten Lebenstag zu vergleichen, wurden die erstellten Gele mit Hilfe der
Software GelCompar Il ausgewertet. Der Vergleich der Bandenmuster von PCR-
Amplifikaten nach Auffaltung im nicht-denaturierenden Polyacrylamidgel ergab

zu diesem Zeitpunkt deutliche Unterschiede zwischen den Gruppen:

Es zeigte sich, dass das Mikrobiom der zakalen Mukosa von keimarm gehaltenen
Kéfigtieren und konventionell aufgezogenen Masthihnern innerhalb der

jeweiligen Gruppe die groRte Ubereinstimmung aufwies (74,3 % bzw. 64,2 %).
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Zwei der drei physiologisch inokulierten Kiiken, deren Bandenprofile sich
untereinander zu 75,6 % glichen, wiesen auBerdem eine Ubereinstimmung von
55,5% mit den SSCP-Gelprofilen der keimarm gehaltenen Jungtiere auf. Zu
beachten gilt dabei, dass die ungewaschenen Bruteier, aus dem die Kiiken dieser
beiden Gruppen spater schlipften, zum selben Zeitpunkt aus derselben Briterei
bezogen wurden. Beide Tiergruppen wurden in der Folge unter
Versuchsbedingungen am Lehrstuhl fur tiermedizinische Physiologie unter
Betreuung derselben Personen ausgebritet, aufgezogen und beprobt. Diese
ubereinstimmenden Umweltfaktoren bilden eine mdgliche Erklarung flr die
teilweise vorhandene Ubereinstimmung in der Zusammensetzung des intestinalen
Mikrobioms der Kiiken aus Volieren- und Kafighaltung, da Umweltfaktoren einen
immensen Einfluss auf die Entwicklung der intestinalen Mikrobiota beim Huhn
austiben (Yin et al., 2010; Stanley et al., 2013).

Die Ahnlichkeit zwischen Bandenprofilen von Tieren aus unterschiedlichen
Stallabteilen im Mastbetrieb lag auf vergleichbarem Niveau zur Ahnlichkeit der —
in derselben Einrichtung — physiologisch inokulierten und keimarm gehaltenen
Tiere. Auch fur die konventionell aufgezogenen Hihner in unterschiedlichen
Stallabteilen stellen die Briiterei und das betreuende Personal den verbindenden
Faktor zwischen den Gruppen dar, die ansonsten stark von ihrer Umwelt
beeinflusst werden. Allerdings waren die Bruteier hier desinfiziert worden, sodass
keine Keime von den Eischalen anzichtbar waren, somit scheinen andere

Faktoren (Personal, Futter, Geratschaften) im Vordergrund zu stehen.

Die UPGMA-Analyse der Ahnlichkeit (%) der PCR-SSCP-Bandenmuster von
zdkalen Darminhaltsproben zeigte, dass sich die Zusammensetzung des
intestinalen Mikrobioms der physiologisch inokulierten und der konventionell
gehaltenen Tiere stark unterschied (vgl. auch S. 150). Eine Ausnahme stellte
Probe H 24 K dar, die von einem konventionell aufgezogenen Tier stammte und
eine 73,9 %ige Ubereinstimmung zur Probe eines physiologisch inokulierten
Tieres aufwies. Allerdings ergab die Analyse der laufweitengleichen Banden
unterschiedliche zugrunde liegende Sequenzen, so dass sich die vermeintlich hohe

Ahnlichkeit letztlich als ein Artefakt erwies.

Wie bereits frihere Studien zeigten, wird die Entwicklung der intestinalen
Mikrobiota auch beim frisch geschlupften Kiiken zu einem erheblichen Anteil von

dessen direkter belebter Umwelt gepragt (Yin etal., 2010). Unterschiedliche
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Umweltbedingungen kdnnen zu groRen Variationen im intestinalen Mikrobiom
von Kiken fuhren (Fuller, 1998; Stanley et al., 2013). Solche Schwankungen in
der Zusammensetzung der Darmflora wurden auch bei Puten und anderen
Tierarten sowie beim Menschen beobachtet und dabei sowohl Umwelt- als auch
wirtseigenen Faktoren zugeschrieben (Zoetendal etal., 1998; Simpson etal.,
2000). Van der Wielen et al. (2002) zeigten auRerdem, dass auch einzelne
Hihner, die unter identischen Bedingungen aufgezogen wurden, fur jeden
Darmabschnitt eine individuelle mikrobielle Zusammensetzung aufweisen
konnen. Dies legt den Einfluss wirtsspezifischer Faktoren auf die Entwicklung der
intestinalen Mikrobiota beim Huhn nahe (van der Wielen et al., 2002). Um
welche Faktoren es sich hierbei im Einzelnen handelt ist noch nicht vollstandig
aufgeklart. Genotyp und Geschlecht des Wirtes spielen dabei eine Rolle,
auflerdem seine immunologische Eigenschaften sowie weitere
Kommunikationssysteme zwischen Wirt und Bakterium (Zoetendal, 2001; Zhao
et al., 2013; Stanley et al., 2013).

4 Immunologische Befunde

Die vorliegende Arbeit wurde im Rahmen des Projekts ,,.Beeinflussung der
Entwicklung einer natlrlichen Darmflora und effizienten Abwehrbarriere im
Darm beim Huhn als Alternative zur Antibiotikumanwendung™ angefertigt.
Innerhalb dieses Projekts wurde neben der Entwicklung der intestinalen
Mikrobiota auch deren Einfluss auf die Entwicklung des Mukosa-assoziierten
Immunsystems  von  Kiken aus unterschiedlichen  Haltungsformen
immunhistochemisch untersucht. Dabei konnte innerhalb der ersten Lebenswoche
der Tiere kein Einfluss der Mikrobiota auf das Immunsystem nachgewiesen
werden. Die Kiken aus Volieren- und Kafighaltung wiesen auch an Tag 7 ein
hochgradig unterentwickeltes erworbenes Immunsystem auf, ebenso unbeeinflusst
blieben Anzahl und Verteilung von Makrophagen, naturlichen Killerzellen und
Granulozyten (unveroffentlichtes Material Institut fur Tierphysiologie der
Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen). Diese Hypothese konnte bei der
Untersuchung von keimfrei gehaltenen Hihnern und Tieren aus Maststallhaltung
(Uber einen Zeitraum von 55 Tagen), welche am Institut fur Tierphysiologie der
Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen durchgefuhrt wurde, bestatigt werden.
Auch hier zeigten sich innerhalb der ersten Lebenswoche der Tiere noch keine

erheblichen Unterschiede in der erworbenen Immunitat. Insofern ist unklar, ob die
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deutlichen Unterschiede in der Zusammensetzung der intestinalen Mikrobiota
tatsdchlich ohne Folge fur die Entwicklung des Darmimmnunsystems blieb;
hierzu ware ein Beprobung der Tiere in héherem Lebensalter (und somit von
Beginn an der Einschluss und die Tétung einer hoheren Tierzahl) notig gewesen.
Aufgrund der rdumlichen Verhaltnisse (Gruppenhaltung) war dies nicht méglich,
zumal im ersten Versuchsansatz —mit dem Ziel, die friihe Entwicklung der
Mikrobiota beim Huhn zu dokumentieren — eine engmaschige Probenahme

innerhalb der ersten 48 Lebensstunden nétig erschien.
5 Auswahl potentieller Inokulumstamme

5.1 Kriterien zur Auswahl potentieller Inokulumstamme

Basierend auf der Analyse des intestinalen Mikrobioms von Tieren aus
unterschiedlichen Haltungsformen wurden potentiell protektive Vertreter — im
Sinne einer ,,competitive exclusion®—aus Schneehuhnproben ausgewéhlt und
weiter charakterisiert. Da es fiir die Auswahl potentieller Inokulumstdmme
entscheidend ist, lebende und anziichtbare Mikroorganismen zu gewinnen, fanden
hier insbesondere Ergebnisse der kulturellen mikrobiologischen Untersuchungen

Ber(cksichtigung.

Sowohl in der Gruppe der keimarm gehaltenen Kafigtiere als auch bei Kiken aus
Maststallhaltung zeigten sich Lactobacillus spp. im zakalen Mikrobiom der Tiere
deutlich unterreprasentiert. Enterococcus spp. waren im Blinddarm der
konventionell aufgezogenen Masttiere innerhalb der ersten 48 h in
GroRenordnungen von 10%-10° KbE pro cm® Darm (Darminhalt) bzw. 10° KbE
pro cm? Darm (Mukosa) vorzufinden, hingegen waren bei Kiken aus
Kafighaltung innerhalb der ersten sieben Lebenstage nur sporadisch Enterokokken
nachweisbar. Sowohl die Gattung Lactobacillus als auch Entercoccus spp. z&hlen
zu den Milchsdurebakterien, welche aufgrund ihrer forderlichen Eigenschaften
(wie z. B. pH-Wert Senkung, Konkurrenz um Néhrstoffe und Rezeptoren, Bildung
antimikrobieller Substanzen) im Darm eine Schutzwirkung vor Pathogenen
entfalten konnen (Fuller, 1989; Holzapfel et al., 1998). Daher kommen diese
Mikroorganismen h&ufig in Form von Probiotika zum Einsatz (Klein et al., 1998);
Enterokokken-Stamme finden vor allem in der Schweine- und Geflugelhaltung

Anwendung, wo sie auch aufgrund wachstumsfordernder Effekte eingesetzt
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werden. Teilweise werden Enterokokken-Stamme aber auch als Therapeutikum
beim Menschen genutzt (Klein, 1998; Franz et al., 2009; Franz et al., 2011).

Aus Kloakentupferproben von Schneehiuhnern konnten von Vertretern der
Milchsaurebakterien keine Laktobazillen, jedoch Enterococcus spp. angeziichtet

werden.

Vahjen et al. (2002) konnten zeigen, dass die Fitterung junger Puten mit
Enterococcus faecium SF68 zu einer erhdhten Milchsaurekonzentration im
Gastrointestinaltrakt der Tiere flihrte, wodurch die Stoffwechselaktivitat anderer
Milchséurebakterien, insbesondere Laktobazillen, im Dunndarm stimuliert wurde;
dies kann mdglicherweise zu einem Schutz der Tiere vor gastrointestinalen
Infektionen beitragen (Franz et al., 2011). Samli et al. (2007) untersuchten in
einer Studie probiotische Effekte von Enterococcus faecium NCIMB 10415 beim
Masthdahnchen und stellten ebenfalls eine erhohte Kolonisation von
Milchsdurebakterien im Darminhalt des lleums und eine signifikant erhohte
Exkretion von Milchsdaurebakterien bei Enterococcus faecium inokulierten Tieren
fest. Zudem verbesserten sich Gewichtszunahme und Futterverwertungsrate der
Hihner (Samli et al., 2007).

Frisch geschlipfte Kuken, welchen kurze Zeit nach dem Schlupf Enterococcus
faecium J96 verabreicht wurde, zeigten in einer Studie von Audisio et al. (2000)
verminderte Empfanglichkeit gegenuber Salmonella Pullorum, bei bereits

infizierten Kiken hatte dieser Stamm jedoch keinen therapeutischen Effekt.

Basierend auf den dargestellten Studien wurden Isolate der Spezies Enterococcus
faecium (n=8) sowie Enterococcus mundtii (n=16) aus Proben von
Schneehiihnern in Hinblick auf ihre Eignung als Inokolumstamme evaluiert. Sie
sollen letztendlich innerhalb eines definierten Konsortiums aus Bakterienstdmmen
unterschiedlicher Gattungen bzw. Spezies mit dem Ziel einer ,,competitive

exclusion® frisch geschliipften Kiiken inokuliert werden.

Dabei muss berticksichtigt werden, dass Bakterien der Gattung Enterococcus
keinen GRAS-Status (GRAS: ,,Generally Recognized As Safe”) besitzen, da
Enterococcus spp.-Stdmme als Erreger nosokomialer Infektionen identifiziert
werden konnten. Zudem zeigen viele Stdmme Resistenzen gegeniiber einem

breiten Spektrum von Antibiotika. Aus diesen Griinden muss die Sicherheit von
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Isolaten, welche in der Tierhaltung zur Anwendung kommen sollen, genau

uberprift werden (Franz et al., 2011; Araujo & Ferreira, 2013).

5.2 Antibiotikaresistenzen

Verschiedene Enterococcus spp.-Stamme sind Trager transferierbarer (Multi-)
Resistenzen gegen antimikrobiell wirksame Wirkstoffe (Klein, 2003; Franz et al.,
2011), zudem ist eine Prifung der phénotypischen Antibiotikaresistenz bei
Stdmmen, welche in der Tierhaltung eingesetzt werden sollen, unverzichtbar
(EFSA, 2012).

Grundsatzlich kann zwischen der intrinsischen und der extrinsischen
Antibiotikaresistenz von Bakterien unterschieden werden. Die
intrinsische/natiirliche Resistenz ist chromosomal codiert und bei allen Keimen
einer bestimmten Spezies vorzufinden (Schwarz & Chaslus-Dancla, 2001;
Marothi et al., 2005), wohingegen die extrinsische Resistenz erworben wird. Sie
kann durch Mutationen chromosomaler Gene entstehen oder durch horizontalen
Gentransfer ~ zwischen  Bakterien  Ubertragen  werden, wobei  hohe
Populationsdichten, wie sie auch im Darm anzutreffen sind, die Ubertragung von
Resistenzgenen begunstigen (Feuerpfeil, 1999; Hartmann, 2005). So sind
Enterokokken z. B. intrinsisch resistent gegen eine Vielzahl von Antibiotika, wie
Clindamycin, Lincosamide, Penicillin G und Cephalosporine (Moellering, 1991,
Klare et al., 2012); erworbene Resistenzen konnen bei diesen Mikroorganismen
beispielsweise gegen Substanzen wie Chloramphenicol, Tetracycline sowie
Ampicillin und Fluorchinolone vorliegen (Acar & Buu-Hoi, 1988; Klare et al.,
2012). Beginnend am Ende der 80er Jahre nahm zudem die Haufigkeit der
Glycopeptidresistenz bei Enterokokken zu. Als mogliche Ursache hierfir wurde
auch die Verwendung des inzwischen nicht mehr zugelassenen Glykopeptid-
Antibiotikums Avoparcin als Leistungsforderer bei Geflugel und Schweinen
gesehen (Klare & Witte, 1997). Bei Enterokokken lassen sich 6 Vancomycin-
Resistenztypen unterscheiden, neben einer natirlichen Resistenz (VanC), die sich
bei Enterococcus gallinarum und Enterococcus casseliflavus finden I&sst,
existieren 5 erworbene Resistenztypen, wobei unter den erworbenen Resistenzen
VanA und VanB (Hauptreservoir: Enterococcus faecium) die grofite klinische
Bedeutung haben (Klare et al., 2012).
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Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit mittels Mikrodilutionsverfahren
evaluierten Enterococcus spp. aus Kloakentupferproben von Schneehthnern
zeigten sich frei von erworbener Antibiotikaresistenz und wurden daher in
weiteren Versuchen auf ihre Eignung als potentielle Inokulumstamme gepruft.
Zwar wurden bei den Enterococcus-Isolaten aus physiologisch inokulierten Tieren
ebenfalls nur vereinzelt Resistenzen gegen humanmedizinische Wirkstoffe mit
entsprechend festgelegten EUCAST-Grenzwerten gefunden, der Blick auf die
»epidemiologische Antibiotika-Resistenz* zeigt jedoch im Vergleich der MHK-
Werte zu Wildtyp-Werten, dass die Isolate hdufig erworbene Resistenzen trugen:
So wiesen 14 der 20 Enterococcus faecalis-lsolate aus Versuch 1 (Voliere)
erworbene Doxycylinresistenzen auf; drei der Isolate ohne eine solche Resistenz
waren resistent gegen Makrolide, auch die verbliebenen drei Isolate zeigten
verglichen zum Wildtyp erhohte MHK-Werte fiir einzelne Substanzen. Ahnlich
stellte sich die Situation bei Enterococcus faecium dar.

53 Zytotoxizitat

Wie bereits erwahnt besitzen Bakterien der Gattung Enterococcus keinen GRAS-
Status (GRAS: ,,Generally Recognized As Safe*), da Enterococcus spp. Stamme
zum Teil nosokomiale Infektionserreger darstellen, welche z. B. Bakteridmie,
Endokarditis, Harnwegserkrankungen und andere Infektionen, insbesondere bei
immunsupprimierten Patienten, verursachen konnen (Murray, 1990; Morrison et
al., 1997; Klare et al., 2012). Dabei werden die meisten von Enterococcus spp.
hervorgerufenen Infektionen durch Enterococcus faecalis verursacht (60 — 95 %),
gefolgt von Enterococcus faecium (5-40 %) (Franz et al., 2011; Klare et al.,
2012); weitere Enterococcus spp., wie auch Enterococcus mundtii treten nur
selten als Infektionserreger beim Menschen auf, wobei darauf hingewiesen wird,
dass klinische biochemische Differenzierungssysteme Enterococcus mundtii
Isolate falschlicherweise als Enterococcus faecium identifizieren kénnen, woraus
ein verzerrtes Bild hinsichtlich der Beteiligung von Enterococcus mundtii-
Stdmmen an Infektionsgeschehen resultieren kann (Jett et al., 1994; Higashide et
al., 2005). Enterokokken-Infektionen besitzen im veterindrmedizinisch-klinischen
Bereich nur geringe Bedeutung, doch auch bei Tieren sind Erkrankungen durch
Infektionen mit Enterococcus spp. beschrieben, wobei die Keime z. B. bei Kiken
sporadisch und meist sekundéar hochakut-septikdmische bis chronisch-lokalisierte

Krankheitsgeschehen ausldsen kdnnen (Jung & Rautenschlein, 2014).
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Bei Enterokokken-Stammen kommen regelmaRig Virulenzfaktoren vor; diese
Determinanten waren insbesondere bei klinischen Stdmmen nachzuweisen,
konnten jedoch teilweise auch bei Enterokokken-Stammen, welche aus
Starterkulturen oder aus Lebensmitteln isoliert wurden, detektiert werden (Eaton
& Gasson, 2001).

Um mdogliche zytotoxische Effekte potentieller Inokulumstdamme (n=24) auf
Stoffwechselparameter von Zellen zu Uberprifen kam der MTT-Test zur
Anwendung. Einflisse auf die Reduktion von MTT zu Formazan durch
Verozellen waren bei den evaluierten Enterococcus faecium (n=8) und
Enterococcus mundtii (n = 16) Isolaten (wenn Uberhaupt) nur in sehr geringem

Ausmal nachzuweisen.

5.4 RAPD-PCR

Bei der Feintypisierung der Enterococcus mundtii- Isolate lassen die
Bandenmuster der RAPD-PCR-Amplifikate im 1 %igen Agarosegel auf
mindestens zwei klonale Linien der 16 getesteten Isolate schlieBen. Die
Bandenmuster von RAPD-PCR Produkten der acht uberpriften Enterococcus
faecium-Isolate weisen auf mindestens drei klonale Linien hin. Um eine mdgliche
Klonalitat von Isolaten zu Uberprifen ware es sinnvoll, diese durch multilocus-

sequence-typing weiter zu charakterisieren.

55 Antimikrobielle Aktivitat

In einem weiteren Versuchsansatz erfolgte die Uberpriifung der Isolate auf ihre
antimikrobielle  Aktivitat. Daftr wurden pH-neutrale, bakterienzellfreie
Uberstande auf ihre inhibierende Wirkung gegeniiber Konkurrenzkeimen
evaluiert; Ziel war es, auf diesem Wege die Bildung antibakterieller Substanzen
(z. B. Bakteriozine) zu erfassen, denn die Schutzwirkung einer protektiven
Darmflora gegenuber Pathogenen wird auch der Produktion von antibakteriellen
Stoffen zugeschrieben. Dazu zédhlen zum einen niedermolekulare Substanzen, wie
z. B. Milchséure, flichtige Fettsduren und Wasserstoffperoxid, zum anderen
Bakteriozine, bei welchen es sich um Peptide handelt (Savage, 1977; Franz et al.,
2007). Bakteriozine entfalten ihre antimikrobielle Wirksamkeit haufig gegentber
nahen Verwandten des produzierenden Bakterienstammes (Green etal., 1997),
sind aber zum Teil auch in der Lage, grampositive wie gramnegative

Mikroorganismen anzugreifen (Ko & Ahn, 2000; Messi et al., 2001, Kwaadsteniet
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et al., 2005). Unter Enterokokken ist die Fahigkeit zur Bildung von Bakteriozinen,
die hier auch als Enterozine bezeichnet werden und von Franz et al. (2007) in ein
Klassifizierungsschema eingeteilt wurden, weit verbreitet (Kwaadsteniet et al.,
2005; Franz etal., 2007). Haufig ist dabei ein Stamm in der Lage, mehrere
Enterozine gleichzeitig zu bilden (De Vuyst et al., 2003; Franz et al., 2007). Fur
Enterococcus faecalis und Enterococcus faecium wurde eine Vielzahl an
Enterozinen beschrieben, die teilweise Aktivitaten gegen Escherichia coli (Pantev
et al., 2003) und Salmonella Pullorum aufweisen (Audisio et al., 2000). Auch
Enterococcus mundtii Stdamme kdnnen solche antibakteriell wirksamen Peptide
produzieren; diese zeigen zum Teil Aktivitdt gegentiber pathogenen
grampositiven Keimen wie Listeria monocytogenes, aber auch Wirksamkeit gegen
gramnegative Bakterien wie z. B. Klebsiella pneumoniae (Bennik et al., 1998;
Kawamoto et al., 2002; Kwaadsteniet et al., 2005).

Zwei Enterococcus mundtii-lsolate aus Kloakentupferproben vom Wildvogel
zeigten beim Test auf antimikrobielle Aktivitat einen hemmenden Effekt auf das
Wachstum von Geobacillus stearothermophilus und wurden anschliefend in

einem weiteren Versuch auf Keimkonkurrenz-Eigenschaften untersucht.

5.6 Keimkonkurrenz-Eigenschaften

Um ihre inhibitorischen Effekte als Mono-Spezies auf das Wachstum
problematischer Keime in vitro weiter zu erfassen, wurden aufgrund
vorhergehender Untersuchungen ausgewéhlte Enterococcus mundtii-lsolate
(n=2) hinsichtlich ihrer Kompetitionsfahigkeit gegeniiber ,,Problemkeimen‘

evaluiert.

Beide Isolate waren in LB-Medium uberwiegend konkurrenzfahig zu Escherichia

coli und Salmonella spp.

Als Mono-Inokulum zeigten beide Enterococcus-Isolate mit einer maximalen
Reduktion von 99,6 % zwar inhibierende Wirkung auf das Wachstum eines
E. coli-Isolates bekannter Antibiotikaresistenz, jedoch keine eindeutigen Effekte
auf das Wachstum von Salmonella spp. Im Gegensatz dazu sahen Herich et al.
(2010) im Infektionsversuch eine signifikant niedrigere Salmonellen-Pravalenz
bei Huhnern, die mit Enterococcus faecium vorinokuliert worden waren,

verglichen zu ausschlieBlich Salmonella-inokulierten Hihnern.



160 Diskussion

Eines der beiden Enterococcus mundtii-lsolate wurde in einem weiteren
Keimkonkurrenz-Versuch hinsichtlich seiner inhibitorischen Einflusse auf das
Wachstum von E. coli-Stammen (n =34), welche zuvor aus Eintagskiken in
Maststallhaltung isoliert worden waren, getestet. Diese E. coli-Isolate stammten
von Eintagskiiken aus Maststallhaltung und waren hinsichtlich ihrer
phanotypischen Antibiotikaresistenz Uberprift worden. So sollte in vitro getestet
werden, ob eine verminderte Ansiedlung von potentiell pathogenen bzw.
antibiotikaresistenten Keimen bei Inokulation von Kuken mit Enterococcus
mundtii D 247 800 Entl zu erwarten ist. Dabei zeigte der eingesetzte
Enterococcus mundtii-Stamm keine signifikanten inhibitorischen Effekte: Im
Median ging die in vitro Keimzahl der untersuchten E. coli -Isolate in Mischkultur
mit dem potentiell protektiven Enterococcus mundtii-Isolat nur marginal zuriick.
Die Stdmme verhielten sich uneinheitlich: 20 Stamme zeigten eine mehr oder
weniger deutliche Reduktion in der Mischkultur, auf Werte von 0.1 bis 81 % der
Vergleichskonzentration in  Reinkultur.  Hingegen zeigten 14 Stdmme
unbeeintrachtigtes bis hin zu — maximal 120fach — verstarktes Wachstum in der
Mischkultur, verglichen zur Reinkultur. Hierbei liel? sich kein Zusammenhang mit
der Antibiotikaresistenz der Stdamme beobachten: Die MHKs,- Werte (Median)
waren fir die Mehrzahl der antibiotischen Wirkstoffe deckungsgleich.
Unterschiede in den MHKg-Werten zeigten sich bei Cefpodoxim, Gentamicin,
Tobramycin, Streptomycin und Trimethoprim/Sulfamethoxazol, wobei die
deutlichsten Unterschiede die Wirkstoffe Streptomycin (8 vs. 128 mg/l) und
Trimethoprim/Sulfamethoxazol (1 vs. 8 mg Trimethoprim /I) betrafen; die Gruppe
der E. coli Isolate, die in Gegenwart von Enterococcus mundtii unverandertes
oder gesteigertes Wachstum aufwies, zeigte hierbei die héheren MHK-Werte.
Somit kann eine beeintréchtigte Fitness Streptomycin- bzw. Trimethoprim-
Sulfonamid-resistenter Isolate in der vorliegenden Studie nicht beobachtet
werden. Etwas andere Beobachtungen machten Karami et al., 2006 in vivo beim
Menschen, sie berichten, dass antibiotika-empfindliche und -resistente Stdmme
zwar mit gleicher Wahrscheinlichkeit Neugeborene kolonisieren, dass aber die

resistenten Stdmme den sensiblen in ihrer Abundanz unterlegen sind.

6 Schlussfolgerungen und Ausblick

Mit Hilfe klassischer Kultivierungsmethoden konnte u. a. verdeutlicht werden,

dass Tiere unter konventionellen Mastbedingungen im Vergleich zu physiologisch
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inokulierten Kiiken aus Volierenhaltung eine verzégerte Besiedelung des Zakums
durch Laktobazillen erfuhren, wodurch die Anheftung potentiell pathogener

Enterobacteriaceae an die zékale Mukosa begunstigt wurde.

Zum anderen zeigte die Sequenzanalyse von Z&kumproben, dass das intestinale
Mikrobiom der nattrlich inokulierten Kilken an ihrem 7. Lebenstag von obligaten
Anaerobiern dominiert wurde, was auf eine physiologische Bakterienpopulation
im Blinddarm dieser Tiere schliefen l&sst. Das Keimspektrum des Zakums
konventionell aufgezogener Kiken hingegen wurde nach einer Woche von
Escherichia spp. beherrscht, wobei diese potentiellen Pathogene aulerdem stark
an der Mukosa anhafteten.

Die Indikatorspezies E. coli wies sowohl bei physiologisch inokulierten Tieren
aus Volierenhaltung als auch bei konventionell aufgezogenen Kiken aus
Maststallhaltung bereits am erstem Lebenstag beachtliche Resistenzraten
gegenuiber antimikrobiellen Wirkstoffen auf. Diese Erkenntnisse unterstreichen
die Relevanz eines kontrollierten physiologischen Inokulums, welches (ber das
Prinzip der ,,competitive exclusion® Schutzwirkung im Gastrointestinaltrakt
hochempfénglicher, frisch geschlipfter Kiken gegenlber unerwinschten

pathogenen Keimen entfalten kann.

Kandidatenstdmme flr ein solches kontrolliertes Inokulum aus dem Darm von
Schneehiihnern (Finnland)  zeigten  sich  frei  von erworbenen
Antibiotikaresistenzen und in vitro konkurrenzfahig zu Escherichia coli und
Salmonella spp., wobei einheitliche inhibitorische Effekte nur gegenuber
Escherichia coli zu beobachten waren. Im Hinblick auf die Erstellung eines
komplexen kontrollierten Inokulums erscheint es zundchst notwendig, weiteres
Probenmaterial gesunder, unbehandelter Hihner zu gewinnen, um die Vielfalt
potentieller Inokulumstdmme zu erhohen. Die tendenziell positiven Effekte schon
eines Mono-Inokulums in vitro lassen den Einsatz einer solchen Gruppe
natlrlicher Darmbakterien mit optimalem Zusammenwirken, inhibitorischem
Potential gegenlber unerwinschten Keimen und ausreichender Adhérenz an
Darmzellen prinzipiell geeignet erscheinen, die physiologische Besiedlung des
Darms frisch geschlupfter Kuken mit einer protektiven Mikrobiota zu induzieren
und so die Tiergesundheit in der Geflugelwirtschaft zu verbessern. Auf diesem
Weg kann moglicherweise langfristig eine Reduktion des Antibiotikaeinsatzes in

der Kikenmast erreicht werden.
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Vi ZUSAMMENFASSUNG

Die Zusammensetzung der intestinalen Mikrobiota hat erheblichen Einfluss auf
die Gesundheit des Wirts. Neben zahlreichen weiteren Funktionen ist die
Entwicklung einer physiologischen Darmmikrobiota bedeutend fir die Reifung
des Darm-assoziierten und systemischen Immunsystems. Die intestinalen
Mikroorganismen bilden zudem tiiber das Prinzip der ,,competitive exclusion* eine
Barriere gegen unerwiinschte pathogene Keime, die den Wirt durch ihre
Anwesenheit im Darm erheblich schadigen konnen. In der modernen
Gefligelproduktion werden hohe Hygienestandards verfolgt um (potentiell)
pathogene Keime auszuschliefen; gleichzeitig wird so die natirliche,

physiologische Besiedlung des Darms verhindert.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde zundchst die Entwicklung des
intestinalen Mikrobioms im Zakum von Kiken, die ab dem Zeitpunkt des
Schlupfes unterschiedlichen Umweltbedingungen ausgesetzt waren, anhand
klassischer Kultivierungsmethoden einschlieBlich phéanotypischer
Resistenztestung sowie mit Hilfe molekularer Techniken untersucht. Ziel war es,
Erkenntnisse tber die physiologische Besiedlung des Gastrointestinaltrakts frisch
geschlipfter Kiken durch Mikroorganismen zu gewinnen. Im Vergleich dazu
sollte auBerdem die Zusammensetzung der intestinalen Mikrobiota von Tieren,
welche unter den hohen Hygienestandards konventioneller Mastbedingungen
aufwachsen, analysiert werden. Kloakentupferproben von  finnischen

Schneehiihnern (Lagopus, n = 20) ergénzten das Untersuchungsmaterial.

Sowohl die Ergebnisse der klassischen bakteriologischen Untersuchungen als
auch die molekularbiologische Analyse mittels PCR-SSCP-Methode zeigten sehr
deutliche Unterschiede in der Entwicklung des zakalen Mikrobioms der drei
untersuchten Tiergruppen — durch Althennenkot ,,physiologisch® inokulierte
Volierentiere (n = 21), keimarm gehaltene Kiken aus Ké&fighaltung (n = 21) sowie
konventionell aufgezogene Masthihner (n=48). Mit Hilfe Kklassischer
Kultivierungsmethoden konnte zum einen verdeutlicht werden, dass Masttiere
unter konventionellen Produktionsbedingungen im Vergleich zu physiologisch
inokulierten Kuken eine verzogerte Besiedlung des Zdkums durch Laktobazillen

erfunren. Zum anderen zeigte die Sequenzanalyse bakterieller DNA aus
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Zakumproben, dass das zékale Mikrobiom konventionell aufgezogener Kiken
nach einer Woche von Escherichia spp. dominiert wurde, wobei diese potentiellen

Pathogene aullerdem stark an der Mukosa anhafteten.

Die Indikatorspezies E. coli wies sowohl bei physiologisch inokulierte Tieren als
auch bei konventionell aufgezogenen Hihnern bereits am ersten Lebenstag der
Kiken beachtliche Resistenzraten gegenlber antimikrobiellen Wirkstoffen auf.
Dies verdeutlicht die Relevanz eines kontrollierten Inokulums, welches — an
Eintagskiken verabreicht — zum Schutz der Tiere vor problematischen
Keimbesiedlungen beitragen kann. Um Mitglieder einer solchen definierte Gruppe
von physiologisch vorkommenden Bakterienisolaten mit fur den Wirt nitzlichen
Eigenschaften zu identifizieren, wurden in der Folge Isolate (n=24) aus
Kloakentupferproben von Wildvdgeln (Finnland) in vitro auf ihre Eignung als
potentielle Inokulumstdmme getestet. Dabei erwiesen sich zwei Enterococcus
mundtii-lsolate  nach Uberpriifung wvon iibertragbarer Antibiotikaresistenz,
Zytotoxizitdt sowie antimikrobieller ~ Aktivitdit gegen Pathogene als
vielversprechend. Bei weiterer Evaluierung ihrer Keimkonkurrenzeigenschaften
als Mono-Spezies zeigten sie sich konkurrenzfahig zu einem ESBL-bildenden
aviaren E. coli-Isolat, wie auch zu einem avidren Salmonella-lsolat, entfalteten
jedoch gegeniiber dem E. coli-Isolat stérkere inhibitorische Effekte. Weitere
Untersuchungen im Organsystem bzw. Tierversuch sind notig, um die in vivo

Nutzbarkeit der Isolate als kontrolliertes Inokulum abzusichern.
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VIlI SUMMARY

Microbial colonisation of the intestinal tract of young individuals has a significant
impact on health and animal wellfare. In addition to several nutritional and
physiological functions, the commensal flora participates in the development and
maintenance of an effective immune system. Furthermore the normal intestinal
microflora protects the host against being invaded by pathogens and plays an
important role in the prophylaxis of infectious diseases. Since the intestinal
microbiota in newly hatched chickens, reared under conditions of intensive
livestock farming, develops with delay, these animals are known to be very
sensitive to infection by Salmonella and other enteropathogens during their first

weeks of life.

In this study, the development of the microbiota in cecal contents and attached to
the cecal mucosa of newly hatched chickens, exposed to different environmental
conditions directly after hatching, was analyzed using both culture-dependent and
culture-independent methods. In addition selected isolates were tested for their
phenotypic resistance to antimicrobial agents. To this purpose cecal samples of
newly hatched chicks reared under three different regimens were investigated.
Straight after hatching animals of group 1 (n = 21) were moved to an aviary
containing litter mixed with feces of adult hens, thus ensuring ingestion of a kind
of “physiological inoculum”. This aimed to gain insights into the physiological
colonisation of the gastrointestinal tract of newly hatched chicks by
microorganisms. In comparison the composition of the intestinal microbiome of
germ-poor kept chickens, which were placed into disinfected cages without any
litter (group 2, n=21), and of animals reared under conditions of intensive

livestock farming (group 3, n = 48) was examined.

Both the results of cultural and molecular-biological analysis showed significant
differences in the development of the cecal microbiota of the studied groups of
animals. By means of traditional cultural methods it could be shown that —
compared to “physiologically inoculated” chickens — conventionally fattened
chickens experienced a delayed colonisation of the cecum by lactobacilli. In
addition (PCR-SSCP-) analyses of cecal samples revealed that on the seventh day

after hatching the microbiome of chickens reared under conditions of intensive
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livestock farming was dominated by Escherichia spp. Furthermore these

potentially pathogenic micro-organisms strongly adhered to the mucosa.

The indicator species E. coli showed significant rates of phenotypic resistance to
antimicrobials in both physiologically inoculated animals and in conventionally
reared chicks — already as early as their first day of life. This illustrates the
importance of a “controlled inoculum”: a defined group consisting of well-
characterized bacterial strains, showing antagonistic activity against (potential)
pathogens which could be administered to newly hatched chickens with the
objective of protecting these animals against colonisation of their intestinal tract
by pathogenic micro-organisms.

In attempt to gain a subset of potential probiotics, isolates (n = 20) from cloacal
swab samples from wild birds (Lagopus, Finland) were carefully evaluated with
regard of the safety of use. After screening various parameters in vitro
(phenotypical resistance, cytotoxicity, antimicrobial activity against pathogens),
two Enterococcus mundtii-Isolates were further analysed in order to ascertain
their competitive ability against (potentially) pathogenic micro-organisms. As the
results showed both Enterococcus mundtii-isolates were able to compete with an
avian ESBL-producing E. coli-strain as well as with an avian Salmonella-strain.
Inhibitory effects against the E. coli strain could be revealed, however, no certain
constant and no significant reduction was seen when one of the strains was further

analysed with regard to inhibitory effect on E. coli field strains (n = 34).

Further studies in organ system or animal studies are needed to verify the in vivo
utility of the isolates as part of a “controlled inoculum” which might be able to
protect newly hatched chicks against colonisation of their intestinal tract by

(potentially) pathogenic micro-organisms.
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IX ANHANG

1 Erweiterte Ergebnisse

1.1 PCR-SSCP-Analyse

1.1.1 Tiere aus Volierenhaltung

Mikrobiom im Darminhalt
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Abbildung 64: SSCP-Analyse des zdkalen Mikrobioms von Kiken aus
Volierenhaltung zum Zeitpunkt 0 h (T 1 K-T 3K)und 6 h (T 5 K-T 7 K)
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Abbildung 65: SSCP-Analyse des zdkalen Mikrobioms von Kiken aus
Volierenhaltung zum Zeitpunkt 12 h (T 9 K-T 11 K) und 24 h (T 21 D-
T 23D)
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Abbildung 66: SSCP-Analyse des Mukosa-assoziierten Mikrobioms von
Kuken aus Volierenhaltung zum Zeitpunkt 48 h (T 29 D-T 31 D) und 72 h
(T37D-T39D)
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1.1.2 Kiken aus Kafighaltung
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Abbildung 67: SSCP-Analyse des zakalen Mikrobioms von Kiken aus
Kafighaltung zum Zeitpunkt O h (T 1 K-T 3 K)und 6 h (T 9 K-T 11 K)
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Abbildung 68: SSCP-Analyse des zakalen Mikrobioms von Kuken aus
Kafighaltung zum Zeitpunkt 12 h (T 17 K-T 19 K) und 24 h (T 26 K-T 27 K)
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Abbildung 69: SSCP-Analyse des zakalen Mikrobioms von Kuken aus
Kafighaltung zum Zeitpunkt 48 h (T 33 K-T 35 K)
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Abbildung 70: SSCP-Analyse des Mukosa-assoziierten Mikrobioms von
Kuken aus Kafighaltung zum Zeitpunkt O h (T 1 D-T 3 D) und 6 h (T 9 D-
T 11D)
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Abbildung 71: SSCP-Analyse des Mukosa-assoziierten Mikrobioms von
Kuken aus Kafighaltung zum Zeitpunkt 12 h (T 17 D-T 19 D) und 24 h

(T 25 D-T 27 D)
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Abbildung 72: SSCP-Analyse des Mukosa-assoziierten Mikrobioms von

Kuken aus Kéafighaltung zum Zeitpunkt 7 Tage (T 49 D-T 51 D)
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1.1.3 Kuiken aus Maststallhaltung
Mikrobiom im Darminhalt
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Abbildung 73: SSCP-Analyse des zékalen Mikrobioms von Kiken aus
Maststallhaltung zum Zeitpunkt 21 Tage Stallabteil 1 (H 25 K-H 30 K) und
Stallabteil 2 (H 31 K-H 36 K)
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Abbildung 74: SSCP-Analyse des zdkalen Mikrobioms von Kuiken aus
Maststallhaltung zu den Zeitpunkten 21 Tage (Stallabteil 3; H 37 K-H 42 K)
und 35 Tage (Stallabteil 1; H 43 K-H 48 K) der Probennahme
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Abbildung 75: SSCP-Analyse des Mukosa-assoziierten Mikrobioms von
Kiken aus Maststallhaltung aus Stallabteil 1 (H 25 D-H 30 D) und
Stallabteil 2 (H 31 D-H 36 D) zum Zeitpunkt 21 Tage
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Abbildung 76: SSCP-Analyse des Mukosa-assoziierten Mikrobioms von
Kiken aus Maststallhaltung zum Zeitpunkt 21 Tage (Stallabteil 3; H 37 D-
H 42 D)
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1.2 Sequenzierung

Tabelle 26: Zéakales Mikrobiom von Tieren aus Volierenhaltung: Sequenzen
dominanter Banden der SSCP-Analyse (Tag 7)

Probe | Bande Nr. | Sequenz (5 — 3¢)

CAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTCACRAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGTGTAAAGG
GAGCGCAGGCGGGTATGCAAGTTGGGAGTGAAATACATGGGCTCAACCCATGAACTGC
TCTCAAAACTGTGTATCTTGAGTAGTGCAGAGGTAGGCGGAATTCCCGGTGTAGCGGT
T 45K 1 GGAATGCGTAGATATCGGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCCTACTGGGCACCAAC
TGACGCTGAGGCTCGAAAGTGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAC
ACCGTAAACGATGATTACTAGGTGTTGGAGGATAGACCCCTTCAGTGCCGCAGTTAAC
ACAATAAGTAATCCACCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGAC
GG

CAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCGAGCGTTATCCGGATTTATTGGGTTTAAAGG
GTGCGTAGGCGGCCCTATAAGTCAGCGGTGAAATGTTCCGGCTCAACCGGGAAACTGC
CGTTGAAACTGTAGAGCTAGAGTCCACAAGAGGTATGCGGAATGCGTGGTGTAGCGGT
T45K 2 GAAATGCATAGATATCACGCAGAACCCCGATTGCGAAGGCAGCATACTGGGGTGAAAC
AGACGCTGAAGCACGAAAGCGTGGGTATCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAC
GCCGTAAACGATGAATACTAACTGTTTGCGATATACAGTAAGCGGTACAGCGAAAGCG
TTAAGTATTCCACCTGGGGAGTACGCCGGCAACGGTGAAACTCAAAGGAATTGACGG

CAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATTCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGTTTAAAGG
GTGCGTAGGCGGTTTGATAAGTTAGAGGTGAAATCCCGGGGCTTAACTCCGGAACTGC
CTCTAATACTGTTAGACTAGAGAGTAGTTGCGGTAGGCGGAATGTATGGTGTAGCGGT
T45K 3 GAAATGCTTAGAKATCATACAGAACACCGATTGCGAAGGCAGCTTACCAAACTATATC
TGACGTTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAC
GCAGTAAACGATGATAACTCGTTGTCGGCGATACACAGTCGGTGACTAAGCGARAGCG
ATAAGTTATCCACCTGGGGAGTACGTTCGCAAGAATGAAACTCAAAGGAATTGACGG

CAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATTCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGT TTAAAGG
GTGCGTAGGCGGTTTGATAAGT TAGAGGTGAAATCCCGGGGCTTAACTCCGGAACTGC
CTCTAATACTGTTAGACTAGAGAGTAGTTGCGGTAGGCGGAATGTATGGTGTAGCGGT
T45K 4 GAAATGCTTAGAGATCATACAGAACACCGATTGCGAAGGCAGCTTACCAAACTATATC
TGACGTTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAC
GCAGTAAACGATGATAACTCGTTGTCGGCGATACACAGTCGGTGACTAAGCGAAAGCG
ATAAGTTATCCACCTGGGGAGTACGTTCGCAAGAATGAAACTCAAAGGAATTGACGG

CAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATCCGAGCGTTATCCGGATTTATTGGGTTTAAAGG
GAGCGTAGATGGATGTTTAAGTCAGTTGTGAAAGTTTGCGGCTCAACCGTAAAATTGC
AGTTGATACTGGATGTCTTGAGTGCAGTTGAGGCAGGCGGAATTCGTGGTGTAGCGGT
T46K 5 GAAATGCTTAGATATCACGAAGAACTCCGATTGCGAAGGCAGCCTGCTAAGCTGCAAC
TGACATTGAGGCTCGAAAGTGTGGGTATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAC
ACGGTAAACGATGAATACTCGCTGTTTGCGATATACGGCAAGCGGCCAAGCGAAAGCG
TTAAGTATTCCACCTGGGGAGTACGCCGGCAACGGTGAAACTCARAGGAATTGACGG

CAGCAGCCGCGGTAATACGGAAGATGCGAGCGTTATCCGGATTTATTGGGTTTAAAGG
GTGCGTAGGCGGAAGAATAAGTCAGCGGTGAAATGCTTCAGCTCAACTGGAGAATTGC
CGATGAAACTGTTTTTCTAGAGTATAAAAGAGGTATGCGGAATGCGTGGTGTAGCGGT
T47K 6 GAAATGCATAGATATCACGCAGAACCCCGATTGCGAAGGCAGCATACTGGGCTATAAC
TGACGCTGAAGCACGAAAGCGTGGGTATCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAC
GCCGTAAACGATGAATACTAACTGTTTGCGATATAATGTAAGCGGTACAGCGARAGCG
TTAAGTATTCCACCTGGGGAGTACGCCGGCAACGGTGAAACTCARAAGGAATTGACGG
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Tabelle 27: Mukosa-assoziiertes Mikrobiom von Tieren aus Volierenhaltung:
Sequenzen dominanter Banden der SSCP-Analyse (Tag 7)

Probe | Bande Nr. | Sequenz (5¢ - 3°)

CAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTATCCGGATTTACTGGGTGTAAAGG
GAGCGTAGACGGCGAAGCAAGTCTGGTGTGAAACCCCGGGGCTCAACCTCGGGCCTGC
ATTGGAAACTGTTTTGCTTGAGTGCCGGAGAGGTAAGCGGAATTCCTAGTGTAGCGGT
T45D 7 GAAATGCGTAGATATTAGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTACTGGACGGCAAC
TGACGTTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAC
GCCGTAAACGATGAATGCTAGGTGTTGGGGAGCAAAGCTCTTCGGTGCCGCCGCAAAC
GCATTAAGCATTCCACCTGGGGAGTACGTTCGCAAGAATGAAACTCAAAGGAATTGAC
GG

CAGCAGCCGCGGTAATACGTATGGTGCAAGCGTTATCCGGATTTACTGGGTGTAAAGG
GAGCGTAGACGGATAGGCAAGTCTGGAGTGAAAACCCGGGGCTCAACCCCGGGACTGC
TTTGGAAACTGTTTATCTAGAGTGCTGGAGAGGTAAGTGGAATTCCTAGTGTAGCGGT
T45D 8 GAAATGCGTAGATATTAGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTACTGGACAGTAAC
TGACGTTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAC
GCCGTAAACGATGACTACTAGGTGTCGGGTGGCAAAGCCATTCGGTGCCGCAGCAAAC
GCAATAAGTAGTCCACCTGGGGAGTACGTTCGCAAGAATGAAACTCAAAGGAATTGAC
GG

CAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATCCGAGCGTTATCCGGATTTATTGGGTTTAAAGG
GAGCGTAGATGGATGTTTAAGTCAGTTGTGAAAGTTTGCGGCTCAACCGTAAAATTGC
AGTTGATACTGGATGTCTTGAGTGCAGTTGAGGCAGGCGGAATTCGTGGTGTAGCGGT
T46D 9 GAAATGCTTAGATATCACGAAGAACTCCGATTGCGAAGGCAGCCTGCTAAGCTGCAAC
TGACATTGAGGCTCGAAAGTGTGGGTATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAC
ACGGTAAACGATGAATACTCGCTGTTTGCGATATACGGCAAGCGGCCAAGCGAAAGCG
TTAAGTATTCCACCTGGGGAGTACGCCGGCAACGGTGAAACTCARAGGAATTGACGG

CAGCAGCCGCGGTAATACCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGCTGCAGTTAAAAA
GCTCGTAGTTGGATCTTGGGATCGAGCTGGCGGTCCGCCGCGAGGCGAGCTACCGCCT
GTCCCAGCCCCTGTCTCTCGGCGCCCCCTCGATGCTCTTAACTGAGTGTCCCGCGGGG
CCCGAAGCGTTTACTTTGAAAAARATTAGAGTGTTCAAAGCAGGCTGGCCGCCGGAATA
CTCCAGCTAGGAATAATGGAATAGGACTCCGGTTCTATTTTGTTGGTTTTCGGAAACG
T46D 10 GGGCCATGATTAAGAGGGACGGCCGGGGGCATTCGTATTGTGCCGCTAGAGGTGAAAT
TCTTGGACCGGCGCAAGACGAACTAAAGCGAAAGCATTTGCCAAGAATGTTTTCATTA
ATCAAGAACGAAAGTCGGAGGTTCGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTTCCGACCAT
AAACGATGCCGACTCGCGATCCGGCGGCGTTATTCCCATGACCCGCCGGGCAGCTCCC
GGGAAACCCAAGTCTTTGGGTTCCGGGGGGAGTATGGTTGCAAAGCTGAAACTCAAAG
GAATTGACGG

CAGCAGCCGCGGTAATACGTATGGTGCAAGCGTTATCCGGATTTACTGGGTGTARAGG
GAGCGTAGACGGATAGGCAAGTCTGRAGTGAAAGCCCGGGGCTCARCCCCGGGACTGE
TTTGGAAACTGTWKRTCTWGAGTGCTGGAGAGGTAAGTGGAATTCCTAGTGTAGCGGT
T47D 11 GAAATGCGTAGATATTAGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTACTGGACAGTAAC
TGACGTTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAC
GCCGTAAACGATGACTGCTAGGTGTCGGGTGGCARAGCCATTCGGTGCCGCAGCTAAC
GCAATAAGCAGTCCACCTGGGGAGTACGTTCGCAAGAATGAAACTCARAGGAATTGAC
GG
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Tabelle 28: Z&kales Mikrobiom von Tieren aus Maststallhaltung: Sequenzen
dominanter Banden der SSCP-Analyse

Probe | Bande Nr. | Sequenz 5' - 3"

CAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATCCGAGCGTTATCCGGATTTATTGGGTTTAAAGG
GAGCGTAGGTGGATTGTTAAGTCAGTTGTGAAAGTTTGCGGCTCAACCGTAAAATTGC
AGTTGAAACTGGCAGTCTTGAGTACAGTAGAGGTGGGCGGAATTCGTGGTGTAGCGGT
H20K 1 GAAATGCTTAGATATCACGAAGAACTCCGATTGCGAAGGCAGCTCACTAGACTGTTAC
TGACACTGATGCTCGAAAGTGTGGGTATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAC
ACAGTAAACGATGAATACTCGCTGTTTGCGATATACAGTAAGCGGCCAAGCGAAAGCA
TTAAGTATTCCACCTGGGGAGTACGCCGGCAACGGTGAAACTCAAAGGAATTGACGG

CAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATCCGAGCGTTATCCGGATTTATTGGGTTTAAAGG
GAGCGTAGGTGGACTGGTAAGTCAGTTGTGAAAGTTTGCGGCTCAACCGTAAAATTGC
AGTTGATACTGTCAGTCTTGAGTACAGTAGAGGTGGGCGGAATTCGTGGTGTAGCGGT
H 22 K 2 GAAATGCTTAGATATCACGAAGAACTCCGATTGCGAAGGCAGCTCACTGGACTGCAAC
TGACACTGATGCTCGAAAGTGTGGGTATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAC
ACAGTAAACGATGAATACTCGCTGTTTGCGATATACAGTAAGCGGCCAAGCGAAAGCA
TTAAGTATTCCACCTGGGGAGTACGCCGGCAACGGTGAAACTCAAAGGAATTGACGG

CAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATCCGAGCGTTATCCGGATTTATTGGGTTTAAAGG
GAGCGTAGGCGGACGCTTAAGTCAGTTGTGAAAGTTTGCGGCTCAACCGTAAAATTGC
AGTTGATACTGGGTGTCTTGAGTACAGTAGAGGCAGGCGGAATTCGTGGTGTAGCGGT
H24K 3 GAAATGCTTAGATATCACGAAGAACTCCGATTGCGAAGGCAGCCTGCTGGACTGTAAC
TGACGCTGATGCTCGAAAGTGTGGGTATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAC
ACAGTAAACGATGAATACTCGCTGTTTGCGATATACAGTAAGCGGCCAAGCGAAAGCG
TTAAGTATTCCACCTGGGGAGTACGCCGGCAACGGTGAAACTCAAAGGAATTGACGG

CAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATCCGAGCGTTATCCGGATTTATTGGGTTTAAAGG
GAGCGTAGGCGGACGCTTAAGTCAGTTGTGAAAGTTTGCGGCTCAACCGTAAAATTGC
AGTTGATACTGGGTGTCTTGAGTACAGTAGAGGCAGGCGGAATTCGTGGTGTAGCGGT
H24K 4 GAAATGCTTAGATATCACGAAGAACTCCGATTGCGAAGGCAGCTTGCTGGACTGTAAC
TGACGCTGATGCTCGAAAGTGTGGGTATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAC
ACAGTAAACGATGAATACTCGCTGTTTGCGATATACAGTAAGCGGCCAAGCGAAAGCG
TTAAGTATTCCACCTGGGGAGTACGCCGGCAACGGTGAAACTCAAAGGAATTGACGG
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Tabelle 29:  Mukosa-assoziiertes  Mikrobiom von  Tieren aus
Maststallhaltung: Sequenzen dominanter Banden der SSCP-Analyse

Probe | Bande Nr. | Sequenz (5> 3¢)

CAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATCCGAGCGTTATCCGGATTTATTGGGTTTAAAGG
GAGCGTAGGTGGACTGGTAAGTCAGTTGTGAAAGTTTGCGGCTCAACCGTAAAATTGC
AGTTGATACTGTCAGTCTTGAGTACAGTAGAGGTGGGCGGAATTCGTGGTGTAGCGGT
H19D 5 GAAATGCTTAGATATCACGAAGAACTCCGATTGCGAAGGCAGCTCACTGGACTGCAAC
TGACACTGATGCTCGAAAGTGTGGGTATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAC
ACAGTAAACGATGAATACTCGCTGTTTGCGATATACAGTAAGCGGCCAAGCGAAAGCA
TTAAGTATTCCACCTGGGGAGTACGCCGGCAACGGTGAAACTCAAAGGAATTGACGG

CAGCAGCCGCGGTAATACGTATGGTGCAAGCGTTATCCGGATTTACTGGGTGTAAAGG
GAGCGTAGACGGATAGGCAAGTCTGGAGTGAAAGCCCGGGGCTCAACCCSGGGACTGC
TTTGGAAACTGTTTATCTAGAGTGCTGGAGAGGTAAGTGGAATTCCTAGTGTAGCGGT
H 20D 6 GAAATGCGTAGATATTAGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTACTGGACAGTAAC
TGACGTTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAC
GCCGTAAACGATGAMTGCTAGGTGTSGGGKGGCWRASCCMTTCGGTGCCGCAGCTAAC
GCAATAAGCAKTCCACCTGGGGAGTACGTTCGCAAGGATGAAACTCAAAGGAATTGAC
GG

H?22D 7 Keine Auswertung moglich

CAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGC
GCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGC
ATCTGATACTGGCAAGCTTGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGT
H22D 8 GAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGAC
TGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAC
GCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAAC
GCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAAGGAATTGAC
GG

CAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATCCGAGCGTTATCCGGATTTATTGGGTTTAAAGG
GAGCGTAGGTGGATTGTTAAGTCAGTTGTGAAAGTTTGCGGCTCAACCGTAAAATTGC
AGTTGAAACTGGCAGTCTTGAGTACAGTAGAGGTGGGCGGAATTCGTGGTGTAGCGGT
H23D 9 GAAATGCTTAGATATCACGAAGAACTCCGATTGCGAAGGCAGCTCACTAGACTGTTAC
TGACACTGATGCTCGAAAGTGTGGGTATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAC
ACAGTAAACGATGAATACTCGCTGTTTGCGATATACAGTAAGCGGCCAAGCGARAGCA
TTAAGTATTCCACCTGGGGAGTACGCCGGCAACGGTGAAACTCARAGGAATTGACGG

CAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATCCGAGCGTTATCCGGATTTATTGGGT TTAAAGG
GAGCGTAGGCGGACGCTTAAGTCAGTTGTGAAAGT TTGCGGCTCAACCGTAAAATTGC
AGTTGATACTGGGTGTCTTGAGTACAGTAGAGGCAGGCGGAATTCGTGGTGTAGCGGT
H24D 10 GAAATGCTTAGATATCACGAAGAACTCCGATTGCGAAGGCAGCTTGCTGGACTGTAAC
TGACGCTGATGCTCGAAAGTGTGGGTATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAC
ACAGTAAACGATGAATACTCGCTGTTTGCGATATACAGTAAGCGGCCAAGCGAAAGCG
TTAAGTATTCCACCTGGGGAGTACGCCGGCAACGGTGAAACTCAAAGGAATTGACGG

CAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTACTCGGAATCACTGGGCGTAAAGA
GCGCGTAGGCGGGGTAGTAAGTCAGATGTGAAATCCTATGGCTTAACCATAGAACTGC
ATTTGAAACTACTACTCTAGAGTATGGGAGAGGTAGGTGGAATTCTTGGTGTAGGGGT
H47D 11 AAAATCCGTAGAGATCAAGAGGAATACTCATTGCGAAGGCGACCTGCTGGAACATTAC
TGACGCTGATGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAC
GCCCTAAACGATGAATGCTAGTTGTTGTGAGGCTTGTCCTTGCAGTAATGCAGCTAAC
GCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGAC
GG
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Tabelle 30: Mikrobiom der Kloake vom Schneehuhn: Sequenzen dominanter
Banden der SSCP-Analyse

Probe | Bande Nr. | Sequenz 5¢ — 3¢

CAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTARA
GCGTGCGCAGGCGGTTATGTAAGACAGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAA
CTGCATTAGTGACTGCATAGCTGGAGTACGGCAGAGGGGGATGGAATTCCGCGTGT
H 134 762 AGCAGTGAAATGCGTAGATATGCGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAATCCCCTGG
GCCTGTACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCARACAGGATTAGATACCCT
GGTAGTCCACGCCCTAARCGATGTCAACTGGTTGTTGGGTCTTCACTGACTCAGTA
ACGAAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTGARACT
CAAAGGAATTGACGG

CAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGATTTACTGGGCGTAAA
GCGCGCGTAGGTGGCCAATTAAGTCAAATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAA
TTGCATTCGATACTGGTTGGCTAGAGTATGGGAGAGGATGGTAGAATTCCAGGTGT
H 134 762 2 AGCGGTGAARATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCATCTGG
CCTAATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCATGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCT
GGTAGTCCATGCCGTAAACGATGTCTACTAGCCGTTGGGGCCTTTGAGGCTTTAGT
GGCGCAGCTAACGCGATAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTARRAC
TCAAAGGAATTGACGG

GTCCAAGCKTTAATCGGAATTACTGGGCGTARAGCGTGCGCAGGCGGTTGTGCAAG
WCCGATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCATTGGAGACTGCACKGCTA
H 174 162 3 GAGTGYGKCAGAGGGGGGTRGAATTCCACGTGTAGCRGTGAAATGCGTAGAKATGT
GGAGGAAYACCRRTGGSGAAGGCAGYCCCCTGGGWYAACACTGACGCTCAKGCACG
AAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATG
TCAACTAGGTGTTGGGG

CAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAA
GCGCGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGARAGCCCACGGCTCAACCGTGGAG
GGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGAAAAGCGGAATTCCACGTGT
D 102 553 4 AGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTTTGG
TCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCT
GGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAG
TGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAA
CTCAAAGGAATTGACGG

CAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAA
GAGCTCGTAGGTGGTTGGTCGCGTCTGTCGTGAAAACTGGGGGCTTAACTCCTGGC
TTGCGGTGGGTACGGGCTGACTTGAGTGCAGTAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGT
D 102 553 5 AGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGG
GCTGTTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCT
GGTAGTCCATGCTGTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGGGCTGTTGTGGTTTCTGC
GCCGGAGCTAACGCGTTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTARAAC
TCAAAGGAATTGACGG

CAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGATTTACTGGGCGTAAA
GCGCGCGTAGGTGGCCAATTAAGTCAAATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAA
TTGCATTCGATACTGGTTGGCTAGAGTATGGGAGAGGATGGTAGAATTCCAGGTGT
D 102 553 6 AGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCATCTGG
CCTAATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCATGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCT
GGTAGTCCATGCCGTAAACGATGTCTACTAGCCGTTGGGGCCTTTGAGGCTTTAGT
GGCGCAGCTAACGCGATAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTAAAAC
TCAAAGGAATTGACGG

CAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTGTCCGGATTTACTGGGCGTAAA
GAGCTCGTAGGTGGTTTGTCGCGTCGTCTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACTCCGGGT
GTGCAGGCGATACGGGCATAACTTGAGTGCTGTAGGGGTAACTGGAATTCCTGGTG
D 102 553 7 TAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGGTTACTG
GGCAGTTTCTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCC
TGGTAGTCCATGCTGTAAACGGTGGGCGCTAGGTGTGGGGGTCTTCCACGACTCCT
GTGTCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAA
ACTCARAGGAATTGACGG

CAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTGTCCGGATTTACTGGGCGTAAA
GAGCTCGTAGGTGGTTTGTCGCGTCGTCTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACTCCGGGT
GTGCAGGCGATACGGGCATAACTTGAGTGCTGTAGGGGTAACTGGAATTCCTGGTG
D 102 553 8 TAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGGTTACTG
GGCAGTTTCTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCC
TGGTAGTCCATGCTGTAAACGGTGGGCGCTAGGTGTGGGGGTCTTCCACGACTCCT
GTGTCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAA
ACTCAAAGGAATTGACGG
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Fortsetzung Tabelle 30

CAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAA
GCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGARAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAG
GGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGT
D 102 553 9 AGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGE
TCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCARACAGGATTAGATACCCT
GGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAG
TGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAA
CTCAAAGGAATTGACGG

CAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAA
GCGTGCGCAGGCGGTTTTGTAAGTTTGTCGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAA
TTGCGATGAAGACTGCAAGGCTTGAATC TGGCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGT
D 247791 10 AGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGCCCCCTGG
GTCAAGATTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCT
GGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCTACTAGTTGTCGGGTTTTAATTAACTTGGTA
ACGCAGCTAACGCGTGAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACT
CAAAGGAATTGACGG

CAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGATTTACTGGGCGTAAA
GCGCGCGTAGGTGGCCAATTAAGTCAAATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAA
TTGCATTCGATACTGGTTGGCTAGAGTATGGGAGAGGATGGTAGAATTCCAGGTGT
D 247791 11 AGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCATCTGG
CCTAATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCATGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCT
GGTAGTCCATGCCGTAAACGATGTCTACTAGCCGTTGGGGCCTTTGAGGCTTTAGT
GGCGCAGCTAACGCGATAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTARRAC
TCAAAGGAATTGACGG

CAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTGTCCGGATTTACTGGGCGTAAA
GAGCTCGTAGGTGGTTTGTCGCGTCGTCTGTGARAGCCCGGGGCTTAACTCCGGGT
GTGCAGGCGATACGGGCATAACTTGAGTGCTGTAGGGGTAACTGGAATTCCTGGTG
D 247792 12 TAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGGTTACTG
GGCAGTTTCTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCC
TGGTAGTCCATGCTGTAAACGGTGGGCGCTAGGTGTGGGGGTCTTCCACGACTCCT
GTGTCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAA
ACTCAAAGGAATTGACGG

CAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAA
GCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAG
GGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGT
D 247799 13 AGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGG
TCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCT
GGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAG
TGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAA
CTCAAAGGAATTGACGG

CAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAA
GAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGCCGTGARAAGTCCGGGGCTCAACTCCGGAT
CTGCGGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTGATGTAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGT
D 247 800 15 AGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGGTCTCTGG
GCATTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCT
GGTAGTCCATGCCGTAAACGTTGGGCACTAGGTGTGGGGGACATTCCACGTTTTCC
GCGCCGTAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAA
ACTCAAAGGAATTGACGG

CAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAA
GCGTGCGCAGGCGGTTTTGTAAGTTTGTCGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAA
TTGCGATGAAGACTGCAAGGCTTGAATC TGGCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGT
D 247 893 17 AGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGCCCCCTGG
GTCAAGATTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCT
GGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCTACTAGTTGTCGGGTTTTAATTAACTTGGTA
ACGCAGCTAACGCGTGAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACT
CAAAGGAATTGACGG

CAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGATTTACTGGGCGTAAA
GCGCGCGTAGGTGGCCAATTAAGTCAAATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAA
TTGCATTCGATACTGGTTGGCTAGAGTATGGGAGAGGATGGTAGAATTCCAGGTGT
D 247 900 16 AGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCATCTGG
CCTAATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCATGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCT
GGTAGTCCATGCCGTAAACGATGTCTACTAGCCGTTGGGGCCTTTGAGGCTTTAGT
GGCGCAGCTAACGCGATAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTARAAC
TCAAAGGAATTGACGG

CAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTGTCCGGATTTACTGGGCGTAAA
GAGCTCGTAGGTGGTTTGTCGCGTCGTCTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACTCCGGGT
GTGCAGGCGATACGGGCATAACTTGAGTGCTGTAGGGGTAACTGGAATTCCTGGTG
D 247900 18 TAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGGTTACTG
GGCAGTTTCTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCC
TGGTAGTCCATGCTGTAAACGGTGGGCGCTAGGTGTGGGGGTCTTCCACGACTCCT
GTGTCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTARA
ACTCARAGGAATTGACGG
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D 247 900

22

CAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCGAGCGTTATCCGGATTCATTGGGCGTAAA
GCGCGCGTAGGCGGCCGCGCAGGCGGGGGGTCAARATCCCGGGGCTCAACCCCGGTC
CGCCCCCCGAACCGCGCGGCTTGGGTCCGGCAGGGGAGGGTGGAACGCCCGGTGTA
GCGGTGGAATGCGCAGATATCGGGCGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGCCCTCTGGG
CCGGCACCGACGCTGAGGCGCGAGAGCCGGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTG
GTAGTCCCGGCCGTAAACGATGGACGCTAGGTGTGGGGACGCAGCAGTCTCCGTGC
CGCAGCCAACGCATTAAGCGTCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTC
AAAGGAATTGACGG

D 247 900

23

CAGCAGCCGCGGTAATACCAGCTCCAATAGCGTATATTAATGTTGTTGCCGTTAAA
AAGCTCGTAGTCGAACTTCGGCCTCTGCCACCCGGTCCGCCTATTTGGGTGTGTAC
TGGAGTGGTGGAGGCTTACCTCGTGGTGAACGGCCATGTCCTTTATTGGGTGTGGT
CGGGAACCATGACTTTTACTGTGAAAAAATTAGAGTGTTCAAAGCAGGCTTACGCC
CGAATACATTAGCATGGAATAATAAAATAGGACGTGCGGTCCTATTTTGTTGGTTT
CTAGGATCGCCGTAATGATTAATAGGGATAGTTGGGGGCATTCGTATTCAATTGTC
AGAGGTGAAATTCTTGGATTTATTGAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAG
GATGTTTTCATTGATCAAGAACGAAGGTTAGGGGATCGAAAACGATCAGATACCGT
TGTAGTCTTAACAGTAAACGATGCCGACTAGGGATCGGATGAGGTTTTTAATGACT
CATTCGGCACCTGAAGAGAAATCTTTAAGTCAGGTTCGGGGGGGAGTATGGTCGCA
AGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGG

D 247 904

24

CAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTGTCCGGATTTACTGGGCGTAAA
GAGCTCGTAGGTGGTTTGTCGCGTCGTCTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACTCCGGGT
GTGCAGGCGATACGGGCATAACTTGAGTGCTGTAGGGGTAACTGGAATTCCTGGTG
TAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGGTTACTG
GGCAGTTTCTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCC
TGGTAGTCCATGCTGTAAACGGTGGGCGCTAGGTGTGGGGGTCTTCCACGACTCCT
GTGTCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAA
ACTCAAAGGAATTGACGG

D 247 906

19

Keine Auswertung maoglich

D 247 907

20

CAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAA
GAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGCCGTGAAAGTCCGGGGCTCAACYCCGGAT
CTGCGGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTGATGTAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGT
AGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGGTCTCTGG
GCATTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCT
GGTAGTCCATGCCGTAAACGTTGGGCACTAGGTGTGGGGGACATTCCACGTTTTCC
GCGCCGTAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAA
ACTCAAAGGAATTGACGG

D 243 923

21

CAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAA
GCGTGCGCAGGCGGTTATGTAAGACAGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAA
CTGCATTAGTGACTGCATAGCTGGAGTACGGCAGAGGGGGATGGAATTCCGCGTGT
AGCAGTGAAATGCGTAGATATGCGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAATCCCCTGG
GCCTGTACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCT
GGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTGGTTGTTGGGTCTTCACTGACTCAGTA
ACGAAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTGAAACT
CAAAGGAATTGACGG
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1.3 Keimkonkurrenz-Versuch 1

1.3.1 Ent. mundtii D 247 799 Ent4 versus Salmonella spp.
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©D247799Ent4 x Salmonella sp.
Abbildung 77: Wachstumsverlauf von Ent. mundtii D 247 799 Ent4

(Testkeim) und Salmonella spp. (Indikatorkeim) in Mischkultur (Inokulum
Testkeim vs. Indikatorkeim 10°+10° KbE/ml)
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log KbE/ml

Zeit (h)

X Salmonella sp. in Reinkultur

4 Salmonella sp. in Mischkultur mit D 247 799 Ent 4

Abbildung 78: Wachstum des Salmonella-Isolats in Reinkultur gegentber
seinem Wachstum in Mischkultur mit Ent. mundtii D 247 799 Ent4
(10°+10° KbE/ml)
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Abbildung 79: Wachstumsverlauf von Ent. mundtii D 247 799 Ent4 und
Salmonella spp. in Mischkultur (10%+10° KbE/ml)
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& Salmonella sp. in Mischkultur mit D 247 799 Ent 4

Abbildung 80: Wachstum des Salmonella-Isolats in Reinkultur gegenuber
seinem Wachstum in Mischkultur mit Ent. mundtii D 247 799 Ent4
(10%+10% KbE/ml)
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Abbildung 81: Wachstumsverlauf von Ent. mundtii D 247 799 Ent4 und
Salmonella spp. in Mischkultur (10°+10% KbE/ml)
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Abbildung 82: Wachstum des Salmonella-Isolats in Reinkultur gegenuber
seinem Wachstum in Mischkultur mit Ent. mundtii D 247 799 Ent4
(10°+10% KbE/ml)
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Abbildung 83: Wachstumsverlauf von Ent. mundtii D 247 799 Ent4 und
Salmonella spp. in Mischkultur (10%+10° KbE/ml)
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Abbildung 84: Wachstum des Salmonella-Isolats in Reinkultur gegenuber
seinem Wachstum in Mischkultur mit Ent. mundtii D 247 799 Ent4
(10%+10° KbE/ml)
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1.3.2 Ent. mundtii D 247 800 Entl versus Salmonella spp.
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Abbildung 85: Wachstumsverlauf von Ent. mundtii D 247 800 Entl und
Salmonella spp. in Mischkultur (Inokulum Testkeim vs. Indikatorkeim
10°+10° KbE/ml)
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X Salmonella sp. in Reinkultur

L Salmonella sp. in Mischkultur mit D 247 800 Ent 1

Abbildung 86: Wachstum des Salmonella-Isolats in Reinkultur gegentber
seinem Wachstum in Mischkultur mit Ent.mundtii D 247 800 Entl
(10°+10° KbE/ml)
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Abbildung 87: Wachstumsverlauf von Ent. mundtii D 247 800 Entl
(Testkeim) und Salmonella spp. (Indikatorkeim) in  Mischkultur
(10%+10° KbE/ml)
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X Salmonella sp. in Reinkultur

L Salmonella sp. in Mischkultur mit D 247 800 Ent 1

Abbildung 88: Wachstum des Salmonella-Isolats in Reinkultur gegeniber
seinem Wachstum in Mischkultur mit Ent. mundtii D 247 800 Entl
(10*+10% KbE/ml)
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Abbildung 89: Wachstumsverlauf von Ent. mundtii D 247 800 Entl und
Salmonella spp. in Mischkultur (10°+10% KbE/ml)
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Abbildung 90: Wachstum des Salmonella-Isolats in Reinkultur gegentber
seinem Wachstum in Mischkultur mit Ent. mundtii D 247 800 Entl
(10°+10% KbE/ml)
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Abbildung 91: Wachstumsverlauf von Ent. mundtii D 247 800 Entl und
Salmonella spp. in Mischkultur (10%+10° KbE/ml)
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Abbildung 92: Wachstum des Salmonella-Isolats in Reinkultur gegenuber
seinem Wachstum in Mischkultur mit Ent. mundtii D 247 800 Entl
(10%+10° KbE/ml)
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%
°C
Y
ul

um

AgNO,
APS
AWT
BfR
BLAST
bp
BTK
bzw.
ca.

Cl.

cm

cm

cm
CO,
CTAB
d. h.
dest.
DGGE
DIN
DMSO
DNA

ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Prozent

Grad Celsius

Mikrogramm

Mikroliter

Mikrometer

Mikromolar

Silbernitrat

Ammoniumpersulfat
Arbeitsgemeinschaft fiir Wirkstoffe in der Tiererndhrung
Bundesinstitut fir Risikobewertung
Basic Local Alignment

Basenpaare
Bundestierarztekammer
beziehungsweise

circa

Clostridium

Zentimeter

Quadratzentimeter
Kubikzentimeter

Kohlendioxid
Cetyltrimethylammoniumbromid
das heif3t

destilliert
Denaturierende-Gradienten-Gelelektrophorese
Deutsches Institut fir Normung
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonucleic acid
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dNTP

ds DNA
DSM/DSMZ
E. coli
EDTA
EFSA
EG
ELISA
Ent.
ESBL
etal.

EU
EUCAST

EWG

GKZ
GLB

H,O
HCI
ICs0

kb
KbE
kDa
kg
KG

Desoxyribonuleosidtriphosphat

doppelstrangige DNA

Deutsche Sammlung fur Mikroorganismen und Zellkulturen

Escherichia coli
Ethylendiamintetraacetat

European Food Safety Authority
Européische Gemeinschaft
Enzyme-linked immunosorbent assay
Enterococcus
Extended-Spectrum-Betalaktamasen
und andere

Europaische Union

European Committee on Antimicrobial

Testing

Europaische Wirtschaftsgemeinschaft
Erdbeschleunigung
Gramm

Gesamtkeimzahl
Gel-Loading-Buffer
Stunde

Wasser

Salzsaure

Inhibitory concentration 50
Immunglobulin
Kilo-Basen
Koloniebildende Einheiten
Kilo-Dalton

Kilogramm

Korpergewicht

Susceptibility
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I Liter

L. Lactobacillus

LB-Medium Luria Bertani-Medium

log dekadischer Logarithmus

M Molar

MALDI-TOF-MS  Matrix-Assisted Laser Desorption lonisation-Time of
Flight-Mass Spectrometry

max. maximal

MDE Mutation Detection Enhancement

mg Milligramm

MgCl, Magnesiumchlorid

MHK Minimale Hemmstoffkonzentration

min Minute

ml Milliliter

mM Millimolar

mmol Millimol

mol Mol

MTT 3-(4,5-Dimethylthiazol-2yl)-2,5-diphenyltetrazolium-
bromid

n Anzahl

NaCl Kochsalz

NaOH Natronlauge

NCBI National Center for Biotechnology Information

NG Nachweisgrenze

ng Nanogramm

nm Nanometer

p piko

PBS Phosphate buffered saline

PCR Polymerase Chain Reaction
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pH negativ dekadischer Logarithmus der Hydroxonium-

lonenkonzentration

RFLP Restriktionsfragment-Langenpolymorphismus
RNA Ribonucleic-acid

rpm revolutions per minute
RPMI-Medium Roswell Park Memorial Institute-Medium
rRNA ribosomale RNA

RT Raumtemperatur

S. Salmonella

SDS Natriumdodecylsulfat

sek Sekunde

sp. Species (Singular)

SPF Specific pathogen free

spp. Species (Plural)

ss DNA einzelstrangige DNA

Ssp. Subspezies

Tab. Tabelle

TBE Tris-Borsaure-Puffer mit EDTA

TE Tris-EDTA-LOsung

TEMED N,N,N*,N‘-Tetramethylethylendiamin
U Unit

u. a. unter anderem

uv Ultraviolettstrahlung

\ Volt

vgl. vergleiche

VS. Versus

WHO World Health Organization

z.B. zum Beispiel

A Lambda
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