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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Diese Arbeit war Teil einegsom Bundesministerium fir Bildung und Forschung geférderten
interdisziplindren Forschungsnetzwerks (#1HealthPREMENBtellte eine einmalige pedperative
antibiotische (Penicillin/Gentamicin (P/G)) Prophylaxe (PAP) im &uoge operativen Eingriffs nach
diagnostizierter Kolik beim Pferd der bislang tblichen-fiarfeAntibiose gegeniber, mit dem Ziel den
9AYFtdzaa RSNJ t!t FdzZF RAS | NdzFlad@dmase proddzrergnded Sy 3t @
Escherichia colESBIEC) nd die Veranderungen im enteralen Mikrobiom der Pferde zu untersuchen
und zur Verbesserung des sorgfaltigen Einsatzes von Antibiotika in der Veterinarmedizin beizutragen.
5AS LISNJ [2a 2S¢SAta SAYSNI RSN T 6SA Dpe@EDGSY 6 ad )
zugeordneten Pferde wurden daflr jeweils an drei verschiedenen Zeitpunkten (Klinikaufnahme (t
Tag 3 () und Tag 10 £} postoperativ) beprobt (Kotproben und Nuisternabstriche). Zusatzlich zur
Gruppe der hospitalisierten Pferde wurde auch einieht-hospitalisierte Kontrollgruppe ohne
klinische Auffalligkeiten einbezogen. Alle Proben wurden hinsichtlich positivelBES&ttersucht und

die identifizierten Isolate phanotypisch (durchgefiihrt vom Institut fir Mikrobiologie und Tierseuchen,
Freie Wniversitat Berlin) und genotypisch charakterisiert. Unabhangig vom P/GSEdia stieg fur

die Pferde die Wahrscheinlichkeit voyizu t. sowie von §zu & an, positiv fir ESBEC zu sein. Die
Ganzgenonequenzierung der Isolate ergab auRerdem eine eagmliche und zeitliche Beziehung
zwischen Isolaten mit gemeinsamen Sequenztypen, was auf eine lokale Ausbreitung hindeutete. Die
16S rRNAGen Sequenzierung der Kotproben (durchgefiihrt vom Institut fir Klinische
Molekularbiologie der ChristiaAlbrechtsUniversitat zu Kiel) zur Untersuchung der Veranderungen

im enteralen Mikrobiom zeigte nach der bioinformatischen Aufbereitung (durchgefiihrt von Silver
Anthony Wolf, Robert Koemstitut) und Fackibergreifenden Analyseine Beeintrachtigung in der
Zusammenstzung der fakalen Mikrobiota (AlpHaiversitat) fir Pferde mit akuter Kolik im Vergleich

zur Kontrollgruppe, welche jedoch nicht signifikant war. Die mikrobielle Gesamtkomposition der
untersuchten Proben (BetBiversitat) wies vor allem fir die 5DG arethebliche Einschrankungen

auf, was hochstwahrscheinlich auf die fortlaufende Verabreichung von Antibiotika zurtickzufiihren
war. In beiden Studiengruppen wurde zudem aeihe erhdhte Abundanz von Enterobacteriaceae
insbesondere Escherichia, festgestellt. Insgesamt wiesen die Ergebnisse dieser Arbeit einen starken
Einfluss des Krankenhausaufenthaltes an sich auf, vor allem auf di«€EBBlationsraten, wodurch
moglicherweise Unterschiede zwischen den verschiedeR&PBehandlungen tberdeckt wurden.
Trotzdem stellen die in dieser Studie gesammelten Ergebnisse und gewonnenen Erkenntnisse einen
ersten wichtigen Schritt in der Etablierung von Antibiotic StewardBhhggrammen in Pferdekliniken

dar und kénnten somit een langfristigen Einfluss auf die lokale Verbreitung von EE&Btaben.






Einleitung

1. Einleitung

"Alle Dinge sind Gift, und nichts ist ohne Gift; allein die Dosis machts, dass einiD{Aijt lswi."

Paracelsus (1498541)

Zu den bis heute bedeutsamen historischen Errungenschaften der Humdn/eterinarmedizin

zahlt die Entdeckung, industrielle Herstellung und klinische Anwendung von Antibiotika, welche
nach wie vor fur die Beandlung bakterieller Infektionen aller Art wie z.B. Blutstrominfektionen,
Harnwegsinfekte oder Pneumonien, aber auch fur die Prophylaxe von unerwinschten
postoperativen Ereignissen wie bspw. Wundinfektionen, unverzichtbarEiyldr & Shvets, 2019;
Mellinghoff et al., 2019)

In den letzten Jahren konnte ein Anstieg von Erkrankungen dmk&kerien beobachtet wielen,

gegen die antimikrobielle Wirkstoffe, die in der Vergangenheit haufig gegen diese
Infektionserreger eingesetzt wurden, keine ausreichende Wirkunghr zeigten. Diese
Infektionserreger haben eine antimikrobielle Resistenz (ABMWRyickelt (European Centre for
Disease Prevention and Control, 202Rgsistenzen gegen neue antiinfektive Wirkstoffe werden
oftmals innerhalb nur weniger Jahre nach deren Markteinfiihrung ein klinisches Problem, bei
einigen Antibiotika konte die Existenz entsprechender bakterieller Resistenzen sogar bereits vor
diesem Zeitpunkt nachgewiesen werdéKupferschmidt, 2016)Im Jahr 2014 schéatzte die
Weltgesundheitsorganisation (WHO) in ihnrem globalen Bericht zur AntibiRglsistnzSituation

die weltweite verfiigbare Datenlage als insgesamt schlecht ein, da u.a. in vielen Landern
Uberwachungssysteme fiir Antibiot#Resistenzen (auch: Surveillance) fehli@hHO, 2014)
Dabei sind Infektionskrankheiten verursacht durch resistente Mikroorganismen oftmals nur noch
schwer zu behandeln, wahrend das Risiko einer Transmission von Krankheitserregern oder
schweren Krankheitsverlaufdsis hin zum Tod steigt?vHO, 2021)

Eine besondere Herausforderung stellen AMR im Kontext von Hoeap#ariierten Infektionen
(HAI) dar(Siegel et al., 2007pabei handelt es sich um Infektionskrankheiten, die von Patienten
oder Mitarbeitern in einer medizinischen Einrichtung erworben werden und sich wéhrend oder
nach dem Aufenthalt manifestiereRobert KocHnstitut, 2015) HAI zahlen zu den haufigsten
unerwinschten Komplikationen im Gesundheitswesen und fihraten einer erhdhten
Sterblichkeitsrate und verlangerten Klinikaufenthalten auch zu einer erhéhten finanziellen
Belastung der Gesundheitssysteif&kora & Zahra, 2022Yu den Hauptlibertragungswegen fur
HARverursachende Infektionserreger zahlt dabei der direkte oder indirekte Kontakt mit
kontaminierten Oberflachen oder Gegenstéandé&ernando et al., 2017; Sikora & Zahra, 2082)

medizinischen Einrichtungen sind zahlreiche fur HAI verantwortliche Infektionserreger mit
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Einleitung

Enterobacterales, insbesondekescherichia colE. coli,auch: EC), asziiert(Jiang et al., 2020;
Singleton et al., 2021)Darliber hinaus haben Enterobacterales mit einer Resistenz gegen
LaktamAntibiotika in der Vergangenheit eineohe Affinitdt gezeigt, zahlreiche weitere
Resistenzen zu erwerbeq es droht die Entstehung von Erregern, die gegen alle derzeit
verfugbaren antiinfektiven Wirkstoffe resistent sin@Paterson, 2006) Eine Schatzung der
weltweiten AMRBelastung identifizierte bspw. antibiotikaresisteriecoliim Jahr 2019 als einen

im Zusammnhang mit dem vorzeitigen Tod von Patienten am haufigsten auftretenden
Infektionserrege(Murray et al., 2022)

Insgesamt beschrankt sich die Wirkung antimikrobieller Substanzen nicht nur auf die Hemmung
des Wachstums oder der Vermehrung von pathogenen Mikroorganismen im Rahmen einer
antiinfektiven Behandlung, sondern viel mehr erfasst sie alle Organismen der rolkgigthen
Gemeinschaft im betroffenen HabitdPatangia et al., 2022Piese Gesamtheit verschiedener
Mikroorganismen {.a. Viren, Pilze und Bakterien), die mit einem bestimmten Lebensraum
assoziiert sind, wird als Mikrobiota bezeichnet, wéahrend die entsprechende Summe des
genetischen Materials als Mikrobiom bezeichnet withisell et al., 2012)

In vielen physiologischen Prozessen, wie z.B. der Immunreaktion des \MeeascMejia et al.,
2012) spielt die Vielfalt der Mikrobiota im Wirtsorganismus eine tragende Rolle. Zu den Folgen
einer reduzerten mikrobiellen Vielfalt im enteralen Mikrobiom kann u.a. die erhdhte Anfalligkeit
von Individuen fur Infektionen, Autoimmunerkrankungen, Allergien, Fettleibigkeit oder
Atherosklerose gehorefBecattini et al., 2016).angst ist die Bedeutung der enalen Mikrobiom
Vielfalt nicht vollstdndig verstanderwie eine Studie zeigt, die im Zuge einer allogenen
Stammzelltransplantation eine verminderte Datikrobiom-Diversitat als Faktor fir ein
erhohtes Sterblichkeitsrisikfiir den Empféanger beschrig@aur et al., 2014)Die Identifikation

und Interpretation von erkrankungsspezifischen MikrobiBmofilen ist dabei durch die hohe
Individualitéat des Mikrobioms eines jedéndividuums eine Herausforderu(@iaz & Reese, 2021)
Neben Aspekten wie AltdiGhosh et al., 2022ErnahrungSingh et al., 201 Qder Lebensraum
(Ang et al., 2022; Tasnim et al., 201Agt die Transmission von pathogenen und apathogenen
Mikroorganismen zwischen Individuen sowie der Umwelt maRRgeblich zur individuellen Struktur
des Mikrobioms be{Benson et al., 2010; Brito et al., 201B)ne Stérung des physiologischen
Gleichgewichts kann die Selektion von pathogenen Mikroorganismen im Mikrobiom sowie die
Bildung eines sehr zugénglichen Reservoirs fir £Me&ger begunstige(Penders et al., 2013;
Ramirez et al.,, 2020)Es erscheint demnach naheliegend, dass der weiteren Ausbreitung
pathogener resistenter Bakterien, auch unter denpéda der Uberschneidung der fiir die Therapie
von Krankheiten eingesetzten antimikrobiellen Wirkstoffe bei Mensch und Tier, nur mit einem
ahy$S 1 SFHfiKa !y gMcEwen & Gitligno, 288y Sy A&l



Antibiotika und Resistenzmechanismen

One Health beschreibt dabei einen kollektiven, vereinenden Ansatz, dewfdabzielt, die
Gesundheit von Menschen, Tieren und Okosystemen nachhaltig ins Gleichgewicht zu bringen und
zu optimieren(One Health High Level Expert Panel (OHHLEP), Bal\Weiteren wird anerkannt,
dass die Gesundheit von Menschen, Hausl Wildtieren sowie Pflanzen und die weitere Umwelt
(einschlieRlich der Okosysteme) eng miteinander verbunden und voneinander abhandigrsind
Health High Level Expert Panel (OHHLEP), 2@243 Verstéandnis der Auswirkungen der
Mikrobiom-Beziehungen zwischen der Umwelt und der Gesundheit von Mensch und Tier erfordert
demnach ganzheitliche und innowa¢ Ansatze fir die Diagnose und Behandlung sowie
Etablierung vorbeugender Mal3nahmen (Interventionen) von Krankhéitenh et al., 2018)

Bereits imJahr 2008 wurde im Zuge der Umsetzung der deutschen AntibiRgkistenzstrategie
(DART) damit begonnen, Uberwachungssysteme fiir Antibiotikaresistenzerveritauch zu
etablieren(Bundesministerium fiir Gesundheit, 201Neben dem Bedarf flr eine systematische
und fortlaufende Erhebung sowiBusammenfiihrung und Analyse von Daten (Surveillance) zu
Antibiotikaresistenzpravalenzen unthzidenzen fur die Bereiche Humamd Veterinarmedizin
sowie Lebensmittelproduktion und Umwelt sind geeignete Ubergreifende Interventionen
erforderlich, um die Zsammenhange der transsektoralen Verbreitung von Antibiotikaresistenzen
besser verstehen zu kénnen. In wie weit die Anwendung von Antibiotika in der Veterinarmedizin
fur die Resistenzverbreitung insgesamt eine Rolle spielt, ist bislang hauptsachlich litkHinb

die Nutztierhaltung untersucht, so dass der Einfluss von Hema Wildtieren sowie der Umwelt

maoglicherweise unterschatzt wird/ercelli et al., 2022)

1.1. Antibiotika und Resistenzmechanismen

Angriffspunkte fur Antibiotika in Bakterien

Verschiedene antimikrobiell wirkende Substanzen kdnnen das Wachstum und die Vermehrung von
Bakterien verhindern, indem deren Stoffwechsel oder Zellteilung gestért werden. Die Wirkung
dieser Substanzen lasst sich in der Folge allgemein in bakteriostagiseh\(ermehrung wird

durch die Hemmung der bakteriellen Zellaktivitat unterdriickt, die einzelne Zelle stirbt aber nicht
unmittelbar) und bakterizid (zelltétend) unterscheiden. Dabei werden einige fir Bakterien
einzigartige Strukturelemente, wie die Mureifauch Peptidoglycan}haltige Zellwand, die
Folsduresynthese oder die spezielle Struktur der bakteriellen Ribosomen als Angriffsziel genutzt.
Einen Uberblick tiber haufig angewendete Wirkstoffgruppen und ihren zellularen Wirkort gibt
Abbildungl.



Antibiotika und Resistenzmechanismen
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Abbildungl| Ubersicht tiber gebrauchliche antibakterielle Wirkstoffe und ihren Wirkort in der Zelle

Zu den haufigsten Angriffszielen der Antibiotika zahlen fdredie bakterielle Zellteilung und das Zellwachstum
besonders wichtigen Stoffwechselwege wie die Fols&@ymethese (1), die DNA RNASynthese (2), die
Proteinbiosynthese (3), die Zellmembr&ynthese (4) und die Zellwai@ynthese (5).Eine Stérung diese
Stoffwechselwege fiihrt entweder zur Hemmung der Zellteilung (bakteriostatisch) oder zum Zelltod (bakterizid).
(Kauter, A. nach Pschyrembel Onlihg{s://www.pschyrembel.de/)

Angriffsziele fur Antibiotikaisd u.a. die fur die Zellteilung und das Zellwachstum wichtigen
bakteriellen Stoffwechselwege wie die Zellwandsynthese, Proteinsynthese, Folsauresynthese,
aber auch die Stabilitat und Integritat der Zellmembran. AuRerdem kdnnen Antibiotika zu
Strukturveramlerungen an der DNA, zur Hemmung der ER&plikation an den Ribosomen oder

zur Hemmung der DNAbhé&ngigen RNRolymerase fuhren und so die Zelle in ihrem Wachstum
stoéren oder ganz hemmen. Einige Bakterien haben darlber hinaus verschiedene Strategien
entwickelt, um der antimikrobiellen Wirkung dieser Agenzien zu entgehen. Bakterien der Spezies
Staphylococcuaureus(S. aureusbspw. kdnnen durch die Internalisierung in Korperzellen, wie
etwa wahrend einer Infektion, sich der Wirkung einiger Antibiotika ehtn und so Uberdauern
(Garzoni et al., 2007)Dies ist vermutlich auch ein bedeutsamer Faktor in der Entwicklung
chronischer Krankheitsverlauf@arzoni et al., 2007Des Weiteren kann der Verlust wichtiger
Zellkomponenten, wie z.B. hymidin unter der Anwendung vornSulfamethoxazol und
Trimethoprim von einigers. aureuspezien durch die Aufnahme der fehlenden Molekile aus der
Umgebung kompensiert werde(Goldstein & Proctor, 2008)Auch Uber die Synthese von

Proteinen kdnnen Bakterien die Wirkung eines Antibiotikums inhibieren, wie z.B. die Wirkung von


https://www.pschyrembel.de/)

Antibiotika und Resistenzmechanismen

i -Laktam Antibiotika Gber die Bildung vor_aktamasa, welche viele Wirkstoffe dieser Gruppe
hydrolytisch spalten kénnefBush & Bradford, 2019partber hinaus kénnen Strukturanderungen

von u.a. Proteinen in der Bakterienzelle dazu fuhren, dass in der Folge die Bindungsstellen fur
Antibiotika am Wirkort fehlen. Eine Vancomycinresistenz in Enterokokken wird bspw. Uber das
Zusammenspiel von drei Genen hervorgerufen, die eine veranderte Vernetzung des Mureins Uber
den Austausch einer Amidbindung durch eine Esterbindung zur Folge hdurchodie Affinitat

des Antibiotikums an die Zielstruktur in der Zellwand zu binden herabgesetz{Sealitn, 2022)
Daruber hinaus kdnnen spezielle Transporterproteine, z.B. das AcrRasgisten#rotein B

(AcrB) aus der Familie der RND (engl. resistance noduldéaision) Transporter i&. colCiusa

et al., 2022yaflr sorgen, dass in die Zelle eingedrungene Antibiotika wieder in den extrazellularen
Raum transprtiert werden und somit die Konzentration innerhalb der Zelle fir eine
antimikrobielle Wirkung nicht ausreichend idti et al., 2015)In E. coliwurden bislang sechs
verschiedene RND Transporterproteine identifizighes et al., 2015)Der sogenannte Target
Schutz, hierbei wird die Bindungsstelle am Zielmolekiil des Antibiotikums von einem Schutzprotein
besetzt unddas Zielmolekil so vor einer Inhibierung bewahrt, ist ein weiterer Schutzmechanismus
und kann dabei dauerhaft, durch eine induzierte chemische Veréanderung am Zielmolekul, oder
temporar, Uber eine reversible Bindung, erfolg&¥ilson et al., 2020)

Eine weitere Strategie der Bakterien ist die Bildung von sogenannten Biofilmen. Biofilme bestehen
aus mikrobiellen Aggregaten, die an einer Oberflache haften oder mit ihumddn sein kénnen

und in eine extrazellulare Matrix aus polymeren Substanzen eingebettet(Blachming et al.,

2023; Sauer et al., 2022piese dichte mikrobielle Akkumulation bietet einen erhéhten Schutz vor
extrazellularen Stressfaktoren und vereinfacht den Austausch von genetischem Material
(Flemming et al., 2023Pabei kbnnen die verschiedenen Bestandteileadgrazellularen Matrix,

z.B. Polysaccharide und negativ geladene extrazellulare DNA, das Eindringen von antimikrobiellen
Substanzen wie Antibiotika verzégern, sodass keine ausreichende Konzentration am Wirkort in der
Bakterienzelle erreicht wird(Ciofu et al.,, 2022) Die genaue Funktionsweise der durch
Biofilmbildung vermittelten Resistenz ist bis heute jedoch noch nicht vollstandig erfgksah&

Mah, 2017)

Ebliche Unempfindlichkeiten

Einige Bakterietbpezies zeigen eine intrinsische (chromosomal vererbliche) Resistenz, welche fur
alle Zellen einer Spezies, z.T. auch einer Gattung oder Familie von Bakterien, gilt. Dieses
Resistenzvermogen kann sich z.B. dudels Fehlen der Zielstruktur (z.B. einer Zellwand bei
Mykoplasmen) oder durch eine herabgesetzte Permeabilitdt der Zellwand fiur bestimmte

Wirkstoffe zeigen, wie es auch fiir Mykobakterien bekanr(isbkute et al., 2015Mykobakterien

5
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besitzen aufgrund einer Uber dem Murédiegenden zuséatzlichen Schicht aus sehr langkettigen
Fettsauren, u.a. Mykolsduren, eine geringere Permeabilitat der Zellwand im Vergleich zu anderen
Bakterien. Diese Schicht fuhrt zu einer vergleichsweise hoheren Widerstandsfahigkeit gegentber
chemischen und enzymatischen Wirkstoffen und macht diese Bakterien besonders
Uberlebensfahig/Abrahams & Besra, 2018; Jankute et al.,53)0Auch das Vorhandensein von
zahlreichen Effluileumpen, wie in einigek. coliStammen(Li et al., 2015)kann eine intrinsische
Resistenz gegen antimikrobielle Wirkstoffe bedingen und sollte im Falle einer antibiotischen
Behandlung immer mitbexgksichtig werderfCox & Wright, 2013)

Erworbene UnempfindlichkeitéMutationen)

Neben intrinsischen Resistenzen kdnnen AMR auch Uber die Zeit erworben werden, z.B. Uber
verschiedene genetische Veranderungen wie Mutationen oder durch die Aufnahme von mobilen
genetischen ElementefBengtssorPalme et al., 2018; Ghosh et al., 202@utationen zeichnen

sich durch eine Vé@nderung in der Erbinformation aus und kdnnen durch Fehler in der- DNA
Replikation oder durch die Einwirkung von Mutagenen (Strahlung, Chemikalien, etc.) auf die DNA
stattfinden (Watford & Warrington, 2022)Spontane Mutationen treten dabei mit einer Rate von

1 zu 16 bis 1¢ wahrend der Zellteilung der Bakterien aiWatford & Warrington, 2022)Der
natlrliche Prozess der Entstehung von AMR durch zuféllige Mutationen kann nicht verhindert,
aber in de Haufigkeit beeinflusst werden. Der unsachgemafRe Gebrauch von Antiinfektiva, wie
eine inadaquate Dosierung oder der Einsatz von nicht ausreichend wirksamen Antibiotika im Falle
einer Infektionskrankheit, kann das Auftreten von natirlicherweise vorkommemdetationen

beeinflussen und eine Resistenzentwicklung ford&uaréo et al., 2018; Huemer et al., 2020)

Erworbene dempfindlichkeiten (Horizontaler Gentransfer (HGT))

i -Laktam Antibiotika inaktivieren sogenannte PenicilBindeproteine (PBP) durch die Bindung an
deren aktive Zentren, wodurch diese die Pegfidervernetzungen der Mureihaltigen
Zellwandbestandteile nht mehr ausreichend herstellen kdnnen.

Methicillin-resistente Staphylococcus aureUMRSA) hingegen haben durch Aufnahme eines
mobilen genetischen Elementes, der (engl.) Staphylococcal Cassette Chronmso(&C@eq,

ein zusatzliches PBP, das sogenannPBP2a, erworben, welches den Verlust der
Quervernetzungen zwischen den Zellwandbausteinen in Gegenwart d@ktam Antibiotika
kompensieren kann, indem es die enzymatische Aktivitdt des nativen PBP2 subqitunbd et

al., 2001) Dieser Mechanismus fuhrt zum Erhalt der Integritat der Zellwamd 2ur Resistenz

gegentber vielen auf demLaktamRingbasierenden Wirkstoffen.



Resistenz durch Prodluii A 2 y-Lakid@myisen

Eine Resistenz gegen Tetracycline in klinisch relevanten Krankheitserregern wird vor allem tber
zwei Mechanismen vermittelt: aktiver Efflux des Antibiotikums sowie Prateimittelter Target
Schutz(Wilson et al., 2020)Die ribosomalen Schutzproteine Tet(A) und Tet(B) gehdren dabei zu
den am haufigsten identifizierten Uber HGT erworbenatrdcyclinResistenzgenen ii.coli

(Bryan et al., 2004; Karami et al., 2006; Sengelgv &Q13)

Klassifizierung von Bakterien mit erworbenen Resistenzen

Um die unterschiedlichen Auspragungen von erworbener AMR besser zu klassifizieren, wurden
verschiedene Definitionen aufgestellt, die das Ausmalf} (den Grad) der antibakteriellen Resistenz
fir eine bestimmte Spezies bzw. fir eine bestimmte Familie von Bekteriharakterisiert
(Magiorakos et al., 2012; Schwarz et al., 201Mter der Voraussetzung einer eindeutigen
Speziesidentifizierung des Erregers und einem Testergebnibpbem mittels einer
standardisierten antimikrobiellen Empfindlichkeitsprifung (z.B. nach den Richtlinien des Clinical
and Laboratory Standard Institute (CLSI) oder der des European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST)), kann ein &rralg unempfindlich, empfindlich bei erhéhter
Exposition (friher: intermediar) oder empfindlich gegentber einem antimikrobiellen Wirkstoff
beschrieben werderfGatermann et al., 2020Paruber hinaus wurde voginem Expertenteam

eine Stadarderminologie vorgeschlagen, um im Gesundheitswesen haufig vorkommende
pathogene Bakterien konsistent anhand ihrer Resistenzprofile in panresistente (PDR), gegen ein
erweitertes Wirkspektrum (XDR) resistente und multiresistente Erreger (MRE) zuizitassif
(Magiorakos et al., 2012fur den im Zusammenhang mit HAI bedeutenden ErrEgepliliegt

nach dieser Definition eine Multiresistenz vor, wefin mindestens einen Wirkstoff aus jeweils
mindestens drei therapeutisch relevanten Wirkstoffklassen eine Unempfindlichkeit nachgewiesen
werden kanr(Magiaakos et al., 2012MREE.colikdnnen sich scheinbar besonders gut an diverse
Habitate anpassen, wie z.B. an verschiedene Wirte und Umweltbedingungen, gegebenenfalls
Reservoire bilden und in der Folge zwischen verschiedenen Sektoren Uibertragen Werdn &
ECDC, 2020; Mathers et al., 2Q15)

1.1.1. wSaAadSyl RdzZNOKaktamdgERdzl G A2Y

Eine in der Humarund Veterindrmedizin weit verbreitete und klinisch bedeutende Resistenz ist
die verminderte Empfindlichkeit von Infektionserregern gegdraktamAntibiotika, denn diese
Wirkstoffgruppe gehdrt aufgrund ihrer breiten Wirksamkeit und atigén guten Vertraglichkeit

zu den haufigsten therapeutisch eingesetzten Antibiotika UberhéBipsh & Bradford, 2016; Klein
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et al.,, 2018;WHO, 2018p -LaktamAntibiotika hemmen die Zellwandsynthese der Bakterien,
indem sie als Substratanaloga im aktiven Zentrum der Transpeptidasen (die PBP) an das dort
zentral postionierte Serin irreversibel bindefBush & Bradford, 2016purch diesen Eingriff in den
zentralen Prozess des Zellwandaufbaus wird eine mangelhafte Zellwand ausgebildet, die die
Integritat der Zelle nicht mehr gewahrleiten kann. In der Folge wird das osmotische Gleichgewicht
der Zellen im Wachstum gestort, bigese schlieBlich anschwellen und platzen. Bei einer auf der
Bildung eines bakteriellen EnzymslL@ktamase) beruhendeh-LaktamResistenz wird der -
LaktamRing des Antibiotikums gespalten und damit die Wirkung inhil§feoble, 2004)Durch
Punktmutationen in den flr -Laktamaserkodierenden Genen kdnnen diese Hydseda ihr
Wirkspektrum verandern und erweitern, man spricht von einem Enzym mit erweitertem
Wirkungsspektrum, (engl.) Extended Spectriwbactamase (ESB(Bradford, 2001) Die genaue
Definition der ESBLs folgt bisher keinem gemeinsamen Konsens, als allgemeine Definition kann
jedoch eine bakterielle Resistenz gegen Penicilline, Cephalosporine (erste, zweite und dritte
Generation) und Aztreonam jedoch keinesi®tenz gegen Cephamycine oder Carbapeneme
angenommen werdefLee et al., 2012; Paterson & Bonomo, 20@&i3erdem kénnen ESBLSs durch

I -Laktamasdnhibitoren wie Clavulansaure gehemmt werd@@LSI, 2020; Paterson & Bonomo,
2005) Da die fur ESHlodierenden Gene haufig auf Plasmiden lokalisiert sind, kénnen sie Uber
HGT weitergegeben werden. Nicht selten sind auf entsprechenidsmRiien weitere Resistenzen
gegen andere Antibiotika lokalisiditi et al., 2019)Neben den hier beschriebenen EEBIzymen
konnen auch eng verwanelt Cephamycinasen (AmpcLaktamasen) von einigen Bakterien
gebildet werden. AmpC-Laktamasen vermitteln ebenfalls eine Resistenz gegen Penicilline und
Cephalosporine (au3er: 4. Generation), aber auch gegen Cephamycine. Des Weiteren zeigen sie
eine phanotyische Resistenz gegenlber Laktambgbitoren, weshalb es in Anwesenheit von
AmpGi -Laktamasen bei ESBestatigungstests zur Uberlagerung von verschiedenen
Resistenzenzphanotypen kommen kann und eine gesonderte diagnostische Uberprifung
notwendig ist §iehe auch Kapitdl.1.2).

Die Klassifizierung der verschiedenerLaktamasenerfolgt nach keinem Goldstandard. Zur
Charakterisierung kann die Aminosauresequenz (Arflliessifikation A bis O)Ambler et al.,

1980) herangezogen oder eine Einteilung nach Substrat und Inhibitor (Bush und Jacoby
KlassifikationfBush & Jacoby, 201@prgenommen werden.

In der Datenbank & National Center for Biotechnology Information (NCBI) sind derzeit (Februar
2023) ca. 537 ESBLS T S NB y 1 AdkignSasdrailieh BEL, CT& GES, OXY, PER, SHV, TEM,
TLA und VERCastanheira et al., 2021; Jacoby, 20@é)stet (National Center for Biotechnology
Information, 2004) Haufig sind diese Gene bei BEwtgacteraleszu finden, wie bspwE.coli,

Klebsiella pneumonia (K. pneumontglebsiella oxytocé. oxytocaoderEnterobacter cloacae
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1.1.2. Nachweis von ESBItoduzierenden Enterobacterales
in Proben von Pferden

Die Verbreitung von zoonotischamd multiresistenten Erregern, wie z.B. E§Baduzierende
Enterobacterales, sind eine stéandige Herausforderung fur die Sicherheit und Hygiene innerhalb
von veterindrmedizinischen EinrichtungéRoyden et al., 2019; Walther et al., 2018; Walther et
al., 2017) Speziell innerhalb von Ptlekliniken konnten Studien eine kontinuierliche Verbreitung
von ESBproduzierenderk. coliESBIEC) unter den stationar aufgenommenen Pferdepatienten
zeigen(Apostolakos et al., 2017; Walther et al., 2Q1Bartber hinaus konnten HAI mit einer
lokalen Ausbreitung von MRE in Pferdekliniken in Verbindung gebracht wérderrSpijk et al.,
2019; Walther et al., 2014Piese Infektionen sind therapeutisch oft schwierig zu handhaben, da
eine Vielzahl zusatzlicher AMR haufig mit EESBlassoziiert sir(@Vieler et al., 2011)

Das Screening und der Nachweis ) ESBhroduzierenderklinisch bedeutsamen gramegativen
Infektionserregern erfolgt Uber verschiedene phénotypische Charakterisierungen. Fir die
Definition der ESBEigenschaften und Auswertungskriterien fiir Testergebnisse aus
phanotypischen  Verfahren gibt es festgesetzte Konventionen, z.B. in den
Interpretationsvorschriften des CLSI (siehe aliabellel) (CLSI, 2020Einen ersten Hinweis auf
eine ESBRAktivitdt konnen ESBS&creenings geben. Eine haufig genutzte Methode ist dabei der
Agardiffusionstest mittels definierter Mengen bestimmter Antibiotika oder auch ein Screening
mittels Dilutionsmethoden zur Bestimmung der minimalen Hemmkonzentrationen (MHK).

In einer zweiten Stufe, die Bestéatigung der EBRBdung, werden insbesondere Ceftazidim und
Cefotaxim in Ab und Anwesenheit von Clavulansaure Uber das Agardiffusiodsr das
Mikrodilutionsverfahren geteste{CLSI, 2020)Clavulansaure fungiert dabeisi -Laktamase
Inhibitor und fihrt im Falle einef -LaktamaseProduktion trotz dessen Aktivitdt zu einer
Hemmung des Wachstums der Bakter{i&im et al., 2009)Die Testergebnisse werden dann mit
den in den jeweiligen Normen festgelegten Grenzesr flr die getesteten Antibiotika/
Inhibitoren Kombinationen verglichen und so die EBBlung fur ein Isolat bestatigCLSI, 2020)

Bei den durchgefiihrten Nachweisen muss immer mit der moglichen Anwesenheit von wéiteren
Laktamasen, bspw. mit Asfti -Laktamaserichromosomal oder erworben) gerechnet werden, da
sie durch ihre Eigenschaften das phanotypische Resistenzbild von der reineRr&@idtion
Uberlagern kénnen. Aus diesem Grund ist der Nachweis der-BE®Bhg zwingend an eine
eindeutige vorherige Spexawlentifikation gebundeAdel et al., 2022)r die im Zusamenhang

mit HAI h&ufig auftretenden Pathogeie pneumoniagK. oxytocaund E. colisind die nach CLSI

festgelegten Normen iffabellel zusammengefasst.
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Tabellel| Screening und Nachweikriterien fir ESBL iK. pneumoniaK. oxytocaund E. colinach CLSI Konventionen.

ESBL Screening: Hemmzonen tkahzentrationen Uber den angegebenen Grenzwerten weisen auf eine ESBL Aktivitat
hin. ESBL Nachveei Fur den Agardiffusionstest muss in mindestens einer Kombination (Wirkstoff mit und ohne
Clavulansaure) ein um mindestens 5 mm vergro3erter Hemmbhof in Kombination mit Clavulanséure gezeigt werden. Im
Nachweis per Mikrodilutionsverfahren muss fur jede&Kombination mit Clavulanséure getestete Antibiotikum eine
dreifache Abnahme der minimalen Hemmkonzentration im Vergleich zur Testung des Antibiotikums ohne
Clavulansaure gezeigt werden. Konz. = Konzentration.

ESBL Screening

Agardiffusion Mikrodilution
Konzentration Hemmhofgrenze Konzentration MHK in
Wirkstoff in ug in mm in ug/mL pg/mL
Cefpodoxim 10 KmT 4 Xy
Ceftazidim 30 KH H 1 X H
Aztreonam 30 KH T 1 X H
Cefotaxim 30 XKH T 1 X H
Ceftriaxon 30 XXH p 1 X H
ESBL Nachweis
Agardiffusion Mikrodilution
Konzentration Hemmbhofgrenze Konzentration MHK in
Wirkstoff in ug in mm in pg/mL pHg/mL
Ceftazidim 30 0,25-128
Ceftazidim/ 30/10 b Xp 0,25/4-128/4 X dache
Clavulanséaure Konz.
Cefotaxim 30 0,25- 64
Cefotaxim/ - X dache
Clavulanséure 30710 B XPp 0,25/4-64/4 )KKonz.

(CLSI, 2020)

Um diese Routinetests im Labor zu vereinfachen, wurden au3erdem kommerzielle, automatisierte
Systeme auf Basis der Mikrodilution entwickelt. Diese Systeme ermitteln Gber eine zeitaufgeloste
Messung der optischen DicHtéODyo) der Inkulum-Susgnsionen die entsprechenden MHK
Werte.

Eine exakte Identifizierung von ESBénen kann mit den hier beschriebenen Methoden jedoch
nicht erfolgen, sondern nur Gber molekulare Analysen realisiert werden. In der routinemafigen
Diagnostik ist die Amplifikation mittels PCR und Sequenzierung desirenzESBGene haufig

mit einem groBen Arbeitsaufwand und hohen Kosten verbunden und wird daher nur in

ausgewahlten Fallen umgesetzt.

1 mittels Photometer gemessene Extinktion odsungen, u.a. zur Ermittlung der Zelldichte
10
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1.1.3. Methoden zur Untersuchung und Analyse des
Mikrobioms aus Proben von Pferden

Die Untersuchung der Zusammensetzung ddgdtioms, auch das von Pferden, kann derzeit

durch verschiedene Technologien realisiert werdébkildung2).

»® o ) !
Mikrobiologisch - fr././ - = -
ikrobiologische he Ganz-Genom-
Diagnostik MALDI-TOF Sequenzierung

1 iy iy
- :-.' Mikrobiom

sl At

Amplicon Metagenom
Probe Sequenzierung Sequenzierung

Abbildung 2| Integrativer und synergistischer Arbeitsablauf zur Untersuchung des Mikrobioms von Pferden
Aufteilung der frischen Probe (a) fUr zwei verschiedene Untersuchungsansétze: mikrobielle Diagr)stikd [iDNA
Sequenzierung (end f) fir die Populationsanalyse-ijg Fur die mikrobielle Diagnostik (b) wird ein breites Spektrum
unterschiedlicher aerober und anaerober Kulturbedingungen verwendet, gefolgt von einer Speziesidentifikation durch
(engl.)Matrix-Assisted Laser DesorptidanizationTime of Flight Mass Spectrometry (kurz: MALDFMS) (c).Die
Genomsequenzierung (d) ermdglicht die Identifizierung von (neuen) Arten sowie die Identifikation von Resistenz
kodierenden Genen oder anderen Faktoren.

Die DNAExtraktion fiir die &quenzierung der variablen Regionen des 16S/18S ®&N¥ (e) ermdoglicht die
Charakterisierung und Quantifizierung der taxonomischen Einheiten innerhalb der Probe oder auch die Identifizierung
aller in einer Probe vorhandenen Genome (Metagenom) (f). Weeilgoinformatische Verfahren umfassen u.a. die
Beschreibung der Phylogenetik (g), relative taxonomische Haufigkeiten (h) sowie Diversitatsindizes (i). Die Kombination
von klassischer Diagnostik und verschiedenen Techniken zur Erzeugung von Genomdatéoteriedg Einblicke in

die Zusammensetzung und die Merkmale des Mikrobioms. (Kauter, A., adaptiert von Abbildungetdfetlichung

.

Die Identifizierung von Darmmikroorganismen wurde noch bis vor wenigen Jahren vor allem mit
kulturabhdngigen Metbden durchgefihrt, deren Ergebnisse sich folglich auf kultivierbare Spezies
beschrankten(Panek et al., 2018Diese Methoden werden jedoch allm&hlich durch neue und

umf- 33 SYRSNB ! yANGT S 6AS b/ dzZ GdzZN2BYAOab SNBSGIT G
eine Form der Probenprozessierung, bei der verschiedene Wachstumsbedingungen und
Inkubationszeiten genutzt werden, um moglichst viele Mikroorganismen zu kultivieren. Di
Kombination mit schnellen Identifizierungsmethoden fur Bakterien (z.B. Massisted Laser

Desorption lonizatiofTime of Flight Mass Spectrometry (MAO@FMS)), aber auch der

11
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zusatzliche Einsatz von 16S Gen rf@dfuenzierungefLagier et al., 2018 rmdglicht nun die
zeitnahe nahere Untersuchung von bisher nicht kultivierbaren Sp@zgger et al., 2018)

Neue und moderne DN8eqguenzierungstechnologien ((engl.) next generation sequencing (NGS))
ermoglichen dartiber hinaus einen hohen Durchsatz in der Untersuchung komplexer biologischer
Proben auf der Grundlagvon Sequenzinformationef@uince et al.2017)und gehdren zu den
vorherrschenden Methoden in der derzeitigen Mikrobiomforschung. Je nach Sequenziermethode
kann eine unterschiedliche Tiefe an Informationen gewonnen werden. Im Allgemeinen kann nach
der Aufreinigung der DNA aus den Proben unteeinachfolgenden Amplice8equenzierung
eines ubiquitarerMarkergens, wie bspw. das 16S rRGén fur Bakterien, das 18S rRSAn fur
Eukaryonten oder eine interne transkribierte Spab&A zwischen den rRN&enen fir Pilze,

(Kim et al., 2017; Wensel et al., 202Me Charakterisierung der zugehérigen Taxa erfolgen. Die
GanzGenomShotgunSequenzierung wiederum erméglicht Uber eine zuféllige Fragmentierung
der DNA und der anschlieBend8equenzierung der Fragmente die Rekonstruktion der gesamten
urspringlich zugrunde liegenden DNA, wobei besonders lange-Hbinente und die
Uberlappung von Fragmenten die Genauigkeit erholfRanjan et al., 2016)Neben einer
taxonomischen Einordnung kénnen so auch vorhandene GeneRegdistenzgene) identifiziert

werden.

1.2.  Zielstellung

Wie oben aufgezeigt, stellen Veterinarkliniken ein Zentrum fir die Akkumulation und Verbreitung
mehrfachresistenter Indikatorpathogene dar. Im Zusammenhang mit HAI und dem Auftreten von
zoonotischen undnultiresistenten Erregern in der Veterinarmedizin sind vor allem MRSA; ESBL
EC undAcinetobacter baumanngeit vielen Jahren bekannt, die aktuellen Fortschritte bei der
praktischen Umsetzung von Infektionskontrollprogrammen in Tierkliniken sind jedockrizeg
(Walther et al., 2018; Walther et al., 201 Durch die Entwicklung und Priifung von Antibiotika
StewardshipProgrammen(McEwen & Collignon, 28) unter Berticksichtigung des One Health
Ansatzes wird eine Verbesserung hinsichtlich Eindammung der Akkumulation und Verbreitung
mehrfachresistenter Indikatorpathogene in diesem Bereich angestrebt. Die hier vorgestellten
Studienergebnisse sind Teihes vom Bundesministerium fur Bildung und Forschung geférderten
interdisziplindren Forschungsnetzwerks (#1HealthPREVENT), welches wu.a. Strategien zur

Verbesserung des sorgfaltigen Einsatzes von Antibiotika in der Veterinarmedizin erarbeitet.



Zielstellung

Die Ziele @kser Arbeit sind:

i) Darstellung des gegenwartigen Forschungsl Wissensstands zur enteralen Mikrobiota,
zum Mikrobiom und Metagenom von Pferden; Konzeption eines integrierten Ansatzes zur
A8YSNHBHAAGAAOKSY b dzii T dzy 3 @S NA OK AdANRSHASOND G 3y
Empfindlichkeitsprufung von Indikatorpathogenen sowie Multiorficsilysen) zur
Darstellung von Antibiotikinduzierten Verénderungen im equinen Darmtrakt
(Veroffentlichung )

iM) Evaluierung des Einflusses von unterschiedlichen-querativen Antibotika-Regimen
((engl.) perioperative antibiotic prophylaxis, kurz: PAP) auf die Isolationsrate voifEESBL
bei aufgrund von Kolik hospitalisierten Pferd&teloffentlichung 1)

iii) Charakterisierung der Diversitdt und Dynamiken des enteralen Mikrobioms dér in

erfassten Proben von Pferdevdroffentlichung 1)
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Zusammenfassung und Diskussion Begebnisse

2.1.  Veroffentlichungl

Kauter A Epping L, Semmler T, Antao EM, Kannapin D, Stoeckle SD, Gehlen HBelcilibke\,
Gunther S, WieletH, Walther B. The gut microbiome of horses: current research on equine
enteral microbiota and future perspectivenim Microbiome. 2019 Nov 13;1(1):14. doi:
10.1186/s42523019-00133.

Sowohl in der Humarwie auch in der Veterinarmedizin sind die komyaa Wechselwirkungen
innerhalb mikrobieller Gemeinschaften, einschliel3lich Bakterien, Archaeen, Parasiten, Viren und
Pilze, die mit einer beeintrachtigten Gesundheit oder Krankheiten einhergehen, ein
Forschungsgebiet von zunehmender Bedeutung. ErkrankutigeMagerDarmTrakts und deren
Folgen gehotren zu den behandlungsintensivsten Krankheiten bei domestizierten Equiden. Das
derzeitige Wissen zu den Veranderungen des Mikrobions im Verlauf von enteralen Erkrankungen
ist jedoch begrenzt und die auf das Mikiom abzielenden Interventionen insgesamt rar. Derzeitig
verfugbare Literatur (2023) Uber das equine enterale Mikrobiom spiegelt ein grof3es
Ungleichgewicht wieder, da nur wenige Studien Archaeen, Viren und Eukaryoten bertucksichtigen,
im Vergleich zu den viéigbaren Daten Uber bakterielle Komponentare(tffentlichung ).

Bis vor kurzem wurden fir die Identifizierung und Beschreibung der Verdnderungen in der
Zusammensetzung der enteralen Mikroorganismen kulturabhdngige Methoden verwendet, die
das Ergebnis ur auf die im Labor kultivierbaren Bakterien beschrankten. Neue umfassende
Ansatze wie "Culturomics” bieten einen schnellen und umfassenden Uberblick uber die
kultivierbaren bakteriellen Bestandteile einer Probe, da hier eine Vielzahl unterschiedlicher
Nahrmedien eingesetzt wird. Zusammen mit den verfigbaren Sequenzierungstechnologien,
welche die Gesamtheit der Gene (Mikrobiom), inkl. die der Ficiitivierbaren Mikrobiota
abbilden kdnnen, sind komplexe biologische Proben in hoher Auflosung analysider §uch
Kapitell.1.3).

Zu den wichtigsten Zielen in der Mikrobidforschung gehort die Beschreibung von Unterschieden

in den relativen Haufigkeiten von Baktmiaxa, die durch Umweltverdnderungen oder andere
definierte Einflisse, wie z.B. eine AntibiotiBahandlung, verursacht werden. Um die Variation
und Zusammensetzung mikrobieller Gemeinschaften zu messen und zu analysieren, wurden
verschiedene Indizes zeschreibung der Diversitat eingefuhrt. Im Allgemeinen wird dabei die
AlphaDiversitat als eine Schatzung der Artenzahl (Reichtum) und der Verteilung (Gleichmafigkeit)
innerhalb einer bestimmten Probe beschrieben. Die Heizersitat dient als ein Ahnliceksmali

fur (Gesam{)Populationen zwischen verschiedenen Prol&ndermann et al., 2022Fine stetig



Mikrobiom des Pferdes

wachsende Anzahl an bioinformatischeroldliefert dabei die Mdglichkeit verschiedene Ansatze
anhand eines Datensatzes zu erschlieBen, wobei zu den am haufigsten angewendeten
DiversitatsmalR3staben der Shannbmex (Spellerberg & Fedor, 200®ezogen auf d (engl.)

operational taxonomic units (OTU®laxter et al., 2005iner Probe gehort.

2.1.1. Mikrobiom des Pferdes

Pferde sind ausschlie3liche Pflanzenfresser und gehoren zur Gruppe der Enddarmfermentierer.
Das intedghale Mikrobiom dieser Tiere wird gepragt von Bacteroidota sowie zellulosd
xylanverarbeitenden Bakterien (Dougal et al., 2014), aber auch von Pilzen, Protozoen, Archaeen,
Viren und anderen Bakterien (Costa & Weese, 2048pffentlichung ). Jedes Kopartiment
innerhalb des equinen Verdauungstraktes zeigt eine individuelle Gemeinschaft von
Mikroorganismen. Benachbarte Kompartimente sind dabei ahnlicher in ihrer Zusammensetzung
als weit voneinander entfernte Abschnitte des Verdauungstraktes (Costa .get2@l5;
Vertffentlichung ). Im Allgemeinen lasst sich der Gastrointestinaltrakt (GIT) von Pferden jedoch
in zwei Regionen unterteilen: eine obere und eine untere Region (Ericsson et al., 2016). Die
Zusammensetzung des Mikrobioms des oberen Verdauungst(Magen, Duodenum, Jejunum

und lleum) ist dabei durch die Aufnahme von Umweltbakterien aus Futter/ Wasser/ Luft
beeinflusst und daher variabler. Dieser GID & OKY A G (0 A & (i -Prgt@ohdctérif WiS Y R dzNJ
Methylobacteriunspp.,Rhizobiunspp undSphingomonaspp. gepragt (Ericsson et al., 2016). Im
Gegensatz dazu ist das Mikrobiom des unteren Verdauungsabschnitts (Zéakum und Kolon) relativ
stabil in seiner Zusammensetzung, abgesehen von individuellen Einflissen wie Alter, Geschlecht
oder Rass des Pferdeseroffentlichung ). Neugeborene Fohlen zeigen in der Regel eine variable
Zusammensetzung der enteralen Mikrobiota, welche sich bis zu einem Alter von ungefahr 9
Monaten stabilisiert und sich danach kaum noch von der der erwachsenen Iretvidu
unterscheidet (Costa et al., 2016).

Die Eigenschaften und Wechselwirkungen der haufig in einem bestimmten Kompartiment bzw.
Lebensraum vorkommenden Mikroorganismen sind dabei wahrscheinlich ein wichtiger
Bestandteil der Integritat und Funktion diesesfartiments (Shade & Handelsman, 2012). Die
5STAYAGA2Y SAYSN] $aaSydAiAsttsSy DSYSAYAaOKETFaO
demnach nutzlich sein, um die Auswirkungen von Ungleichgewichten vorherzusagen und die mit
einem gesunden Zustand assoziie@emeinschaft zu erhalten oder wiederherzustellen (Shade &
Handelsman, 20127erd6ffentlichung ).

Eine Vielzahl von Faktoren hat Einfluss auf das Gleichgewicht der Mikroorganismen im equinen

Verdauungssystem. Dazu gehoren Faktoren wie BewedBagi@ket al., 2021), Stress durch
15
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Transporte (Schoster et al., 2016), Ernahrung (Hesta & Costa, 2021) oder die Verabreichung von
Antibiotika (Barr et al., 2013). Ein Ungleichgewicht der Mikrobiota im Darm kann u.a. Kolik und
Colitis bei Pferden verursachen (Costak, 2012). Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die
gesamte Diversitat der bakteriellen Gemeinschaft von domestizierten Pferden erstaunlich gering
Zu sein scheint, eine Tatsache, die als mdglicher Grund fur die Anfalligkeit von Pferden fir GIT

Erkrankingen diskutiert wurde (Dougal et al., 20Mero6ffentlichung ).

2.1.2. Konzeption des Studiendesigns und Studienablauf

Basierend auf den zusammengetragenen Erkenntnissen der vorangestellten Veroffentlichung
(Veroffentlichung ) wurde das Studiendesign fur dievei weiteren Fragestellungen dieser Arbeit
entwickelt Abbildung3).

Probanden Antibiose Probenziehung Mikrobiologie Datenanalyse

1 2 3 4 5

single shot

a ‘
T tHh ty t,
- " e
|

Kolik-Syndrom- v
KomplexX s Il [ B e - - I '

5 Tage

Keine Antibiose

b
- -

,gesunde Pferde” Kontrollgruppe

Abbildung3| Zusammenfassende Darstellung des Studiendesignggrund eines Kolisyndroms hospitalisierte Pferde

(1a) werden per Los einem von zwei FRé&gimen zugeteilt (2). Von allen Tieren wurden 2x Nustawie Kotproben

(Set A, Set B) am Tag der Ankund} $owie drei (f) und zehn () Tage postoperativemommen (3). Alle (A) Proben
wurden jeweils einem mikrobiologischen Screening auf E%Blnterzogen (4a). Zur Analyse des Mikrobioms wurden
alle (B) Proben auBerdem einer 16S rRB&x Sequenzierung unterzogen (4b). AnschlieRend wurden die Ergebnisse (4)
aller Untersuchungen auf den Einfluss der zwei verschiedenerReg8ine hin ausgewertet (5). Analog zur Untersuchung

der hospitalisierten Pferde wurden klinisch gesunde Pferde einer Stallgemeinschaft (1b) als Kontrollgruppe zur Studie
hinzugezogen. Die Begivung der Tiere wurde entsprechend am Starttafy §owie nach drei {f und zehn Tagenft
durchgefiihrt. Die Analyse der Proben der Kontrollgruppe erfolgte analog zur Gruppe der hospitalisierten Tiere.
(Veroffentlichungen 1l und 1)1

Im Rahmen derhier vorgestellten Studie zur Verbesserung des sorgfaltigen Einsatzes von

Antibiotika in der Veterinarmedizin und speziell beim Pferd, wurden zwei verschiedene PAP
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wWSIAYS O6aaAydfS aK2da DNHzZIIS o{{ D0 @OSNHEdIzA ap F
abdominalen chirurgischen Eingriff im Zusammenhang mit einem diagnostizierten Syndrom
Y2YLX SE aY2tAla TdzYy 9Ay&al Gl 1{FYSyd® 548 Ay RAS |
einer der zwei Gruppen zugeordnet und erhielten eine Kombination ausifianind Gentamicin

(kurz: P/G) (siehe audstdckle etal., 2021). Zusatzlich zur Gruppe der hospitalisierten Pferde

wurden auch Tiere einer Stgéimeinschaft ohne klinische Auffalligkeiten als niobspitalisierte
Kontrollgruppe einbezogeivérdoffentlichungen 11 und 1)l

Zur Untersuchung der ESBC Last und des Einflusses der zwei verschiedenen AntikiRetiene

auf das Mikrobiom wurden die Karoben und Niisternabstriche der Tiere an drei verschiedenen
Zeitpunkten (Klinikaufnahmegft Tag 3 ¢) und Tag 10 £} postoperativ) untersucht¥bbildung3).

Analogzu b und t; wurden auch die Proben der Kontrollgruppe prozessiert. Alle Proben wurden
hinsichtlich ESBEC untersucht und die identifizierten Isolate phanotypisch (BBBhweis

mittels  Agardiffusionstest, MHK -Bestimmung mittels automatisierter  Antibi@g-
Empfindlichkeitsprifung im ViteRystem) (Institut fir Mikrobiologie und Tierseuchen, Freie
Universitat  Berlin) und  genotypisch  (GanzgerBaguenzierung)  charakterisiert
(Veroffentlichung 1). AuRerdem wurden die Proben (Set B) einer 16S 1&dASequezierung

der VIV2 Region unterzogen (durchgefihrt am Institut fir Klinische Molekularbiologie der
ChristiarAlbrechtsUniversitat zu Kiel). AnschlieRend erfolgte die bioinformatische Aufbereitung

(Silver Anthony Wolf, Abteilung MFI, Robert ktrestitut) sowie die Faclilbergreifende Analyse

und Interpretation der gewonnenen DateXéroffentlichung 11).
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2.2.  Veroffentlichungll

Kauter A Epping L, Ghazisaeedi F, LuBkeker A, Wolf SA, Kannapin D, Stoeckle SD, Semmler
T, Gunther S, Gehldh, Walther B. Frequency, Local Dynamics, and Genomic Characteristics of
ESBiProducing Escherichia coli Isolated From Specimens of Hospitalized Hereas.
Microbiol. 2021 Apr 16;12:671676. doi: 10.3389/fmicbh.2021.671676.

Tierkliniken gelten als Hotspofiir die Akkumulation und Ausbreitung von multiresistenten ESBL
EC(Royden et al., 2019; Walther et al., 201Bariber hinaus wird der Kontakt mit Pferden immer
wieder als ein moglicher Risikofaktor fiir die Ubertragbarkeit von FE€Bauf den Menschen
diskutiert(de Lagarde et al., 2019; Hordijk et al., 2020; Huijbers et al., 2DEB)Klinikaufenthalt

an sich sowie die Verabreichung von Antibiotika wurden erst kirzlich als wichtige Risikofaktoren
fur die Kolonisierung der Tiere mit multiresistenten EC bzw. -ESBHentifizier{Ahmed et al.,

2012; Schoster et al., 2020%tudien zu ESHICIsolationsraten und lokalen Dynamiken dieser
Indikatarpathogene innerhalb bestimmter Patientengruppen, z.B. bei aufgrund von Kolik
laparatomierten und hospitalisierten Pferden, sind bislang rar.

Bei nichthospitalisierten Pferden konnte die Besiedlungsrate fir EESB&robacterales mit einer
vorangegangeneantibiotischen Behandlung oder tierarztlichen Untersuchung in Zusammenhang
gebracht werden(Kaspar et al., 2019PDagegen zeigte eine Studie an verwilderten geografisch
isolierten Pferden durchweg eine Empfindlichkeit gegen die getesteten antimikrobiellen
Wirkstoffe fur fast alle (97%) der in Proben von diesen Tieren identifiziex®@solate(Timonin et

al., 2017) Der umsichtige Einsatz von Antibiotika zur Verringerung des Selektigksdspeziell

im klinischen Umfeld, scheint daher ein wichtiger Schritt zu sein, um die Biosicherheit flr
Tierpatienten und Krankenhauspersonal zu verbessern. Diesem Ansatz folgend wurden in dieser
Veroffentlichung die Auswirkungen unterschiedlicher ##Bime (SSG versus 5DG) auf die
Haufigkeit von ESEEC bei hospitalisierten Pferden binnen 10 Tagen nach einer®adikation
untersucht. Insgesamt erfiliten 81 von 98 hospitalisierten und beprobten Pferden die

Einschlusskriterien (alle Kriterien\eroffentlichung 1) fir diesen Teil der Studie.

2.2.1. Einfluss der PAP auf ESBL Isolationsraten

Die beobachteten ESHIC Raten lagen fur die bei der Ankunft in der Klinik untersuchten
Kotproben zwischen 5 % (SSG) und 10 % (5W&dffentlichung 1). Diese Nacheisraten
stimmen im Allgemeinen mit friilheren Studien tberein, die eine Besiedlungsrate von 7 bis 16 %
aufzeigten(Maddox et al., 2012; Schoster et al., 2020; Walther et al., 20&&jffentlichung 1)

Die ESBECNachweisrate in den untersuchten Proben stieg innerhalb von drei Tagematth
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der Klinikaufnahme von 5% auf 37% (SSG) bzw. von 10% auf 47% (5DG) an. Damit ergab sich
unabhangig vomP/GPARSchema fur die Pferde eine 9;irfal (95% CI 2,729,7) hohere
Wahrscheinlichkeit ESHIC positiv anitzu sein im Vergleich zum Zeitpunkt der Ankund} (t
(Veroffentlichung ). Der Einfluss unterschiedlich andauernder PAP auf die-ESBaten
hogitalisierter Pferde war bereits Teil einer 2020 verdffentlichten Stg8ihoster et al., 2020)

Die Kotproben innerhalb dieser Untersuchung wurden u.a. bei der Aufnahme ins Krankenhaus,
sowie 4860 Stunden danach entnomme(Schoster et al., 2020)Die Autoren konnten
Uberraschenderweise  keinen  signifikanten  Unterschied hinsichtlich der -ESBL
Ausscheidungsraten zwischen Pferden, welche ein Cephalosporin der vierten Generation oder die
Ubliche P/GKombiration erhalten hatten, feststelle(Schoster et al., 2020Dbwohl weder das
Studiendesign noch die W®tienpopulation dieser Studie direkt mit der hier vorliegenden Arbeit
(Veroffentlichung I) vergleichbar sind, sind dennoch interessante Ahnlichkeiten erkennbar. Unter
anderem berichten Schoster et al., dass die ESHEolationsraten von Pferden, welche
Uberhaupt keine Antibiotika erhielten, innerhalb von drei Tagen nach der Aufnahme von 6,9 %
auf 36 % anstiege(Bchoster et al., 2020/erdffentlichung ). Folglich scheint ein direkter und
enormer Einfluss des Klinikaufenthalts auf die EBBINachweisrate der Pferdepatientroben
wahrscheinlich zu seitvéroffentlichung 1). Es ist anzunehmen, dasschudie Auswirkungen der
unterschiedlichen P/@ARPRegime in der hier vorliegenden Arbeit durch diese Effekte Uberlagert
wurden, da die ESEEGNachweisrate in den Proben der hospitalisierten Pferde innerhalb von
zehn Tagen nach Klinikaufnahme fir beide{R&Bime auf ein dhnliches Mal3 (S5656%; 5DG

t> = 57%) anstiegveroffentlichung 1). An ¢ lag somit die Wahrscheinlichkeit im Vergleich zum
Zeitpunkt der Ankunft fiir die Tiere 15/®dal (95% CI 4,5%3,55) hoher ESBEC positiv zu sein.

Da jedoch dieeSBIECNachweisrate in den aus der SSG stammenden Kotproberrssgesamt
niedriger war, als bei denen der 5DG, scheint auch eine positive Auswirkung des geringeren
Selektionsdrucks im Zusammenhang mit dem kurzfristigen P/GRRgifhe wahrscheinlich zu
sein. Aufgrund der begrenzten Anzahl von Studienteilnehmern war dieser beobachtete
Unterschied jedoch nicht statistisch signifikavie(offentlichung I). Weitere und gréRere Studien

zu diesem Aspekt kdnnten mehr Aufklarung bringen, zumal der Gebrauichilanbieller Mittel

als einer der wichtigsten Risikofaktoren fir die EEBKolonisierung in der Humanmedizin
identifiziert wurde(Harris et al., 2007Eine mdgliche Strategie fir eine weitere Studie kénnte die
Einbeziehung zusatzlicher Kliniken sein, um die Aussagekraft der Studie zu erhthen
(Veroffentlichung 1). Allerdings konnte bereits gezeigt werden, dass die lokale-B&r3ung
tendenziell eher unterschiedlich zu sein scheint, insbesondere wahrend eines Klinikaufenthalts
(Apostolakos et al., 2017; Hordijk et al., 2020; Isgren et al., 2019; Shnaid&orizen et al.,

2020) Dies konnte auch die Ursache fur die lokalen Unterschiede in den Ergebnissen von bisher
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vertffentlichten multizentrischen Studien seiiMarques et al., 20L6Veroffentlichung ).
Daruber hinaus erschweren die Unterschiede in den technischen, strukturellen und hygienischen
Gegebenheiten zwischen den veterindren Einrichtungen eine allgemeine Vergleichbarkeit der

Standards innerhalb eém solchen Studieveréffentlichung ).

2.2.2. ESBIEGPhanotypen in hospitalisierten Pferden

Die vorherrschenden ESBiene in den isolierten ESBIC dieser Studie wardaacrtxu-1(59,7 %)

und blactxw-1s (15,8 %) Yeroffentlichung 1). Diese wurden bereitsiiher als dominierend in
Proben von Pferden beschriebdhlordijk et al., 2020; Isgren et al., 2019; Lupo et al., 2018;
Walther et al., 2018)Daruber hinaus zeigten viele der in dieser Arbeit untersuchten Isolate nicht
ydzNJ SAyS 4datmsResisind Sondérn auch eine verminderte Empfindlichkeit
gegenuber anderen antimikrobiellen Substanzen. Die meisten deriEESBalae (51/85; 60%)
erfullten auRerdem die Kriterien fir MRBEchwarz et al., 201®eroffentlichung 1). Nicht selten

sind MREESBIEC eine therapeutische Herausforderung fir die Veterinarmedizin, da das
Resistenzgen fir ESBC oft auf demselben Plasmid wie eine Resistenz gegen Aminoglykoside,
Tetracycline und Trimethoprim/ Sulfamethoxazol lifigtet al., 2019)

Insgesamt konnten 21 verschiedene Sequenztypen (ST) fur die im Studienzeitraum isolierten
ESBIEC identifiziert werden Meroffentlichung [). Hne groRe Heterogenitat der
phylogenetischen Hintergrinde fur ESIBC bei Pferden wurde auch bereits in friiheren Studien
berichtet (Apostolakos et al., 2017; Schoster et al., 2020; Walther et al8)201 den hier
untersuchten Proben konnten zum Teil verschiedene HESHTen innerhalb einer einzigen
Probe nachgewiesen werdeWéroffentlichung 1). Die Einbeziehung verschiedener Ph&notypen

in das ESBEGScreening von diagnostihen Proben sollte daher obligatorisch s@postolakos

et al., 2017) Die vorherschenden phylogenetischen Linien in den EBBLwaren ST10,

Sequenztypkomplex (STC) 86 (dazu gehdren ST86, ST641 und ST453) und ST410. Weder ST86 noch

ST641 wurden zuvor mit ESEC aus klinischen Proben von Pferden in Verbindung gebracht
(Veroffentlichung I). MREESBIEC der phylogenetischen Linie ST10 wurden bereits in Proben aus
Fleisch, Gefligel, Wildtieren sowie in humanen klinischen Proben aus Spanien geé&det
Jiménez et al., 2020Dies unterstreicht die Anpassungsfahigkeit dieser Bakterien sowie die
Fahigkeit d@ Grenzen verschiedener Nischen und Wirte zu Uberschreiten. Auch EC der
phylogenetischen Linie ST410 wurde bereits in Proben von verschiedenen Wirten nachgewiesen,
darunter befinden sich HausNutz, und Wildtiere, aber auch der Mens¢Ralgenhauer et al.,

2016; Fischer et al., 2017; Reynolds et al., 2008jn ST410 werden daruber hinaus hoch mobile

und multiresistente Klone zugeschrieben, welche bereitdén Veterindr als auch in der
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Humanmedizin beschrieben wurdgRoer et al., 2018; Schaufler et al., 201Bhylogenie und
Habitat scheinen dabei die genetische Diversifizierunguaolizu beeinflussen. Der Erwerb von
Genen und mobilen Elementen kdnnte dabei nicht nur Uber einen Austausch mit anderen
Darmbakterien, sondern auch mittels gut etablierter Umweltbakterien geschéhmunchon et al.,

2020 Veroffentlichung 1). Diese komplexen Anpasgismechanismen fordern gezielte
Strategien und Leitlinien, um die klinischen Herausforderungen in der antimikrobiellen Therapie
von Pferden zu bewaltigen und vor allem um HAI zu verhindern und die potenzielle Ubertragung
zwischen verschiedenen Quellen undirédh, einschliel3lich Menschen, zu reduzieren
(Apostolakos et al., 2017; Hordijk et al., 2020; Royden et al., 2019; Walther et al;, 2014
Veroffentlichung ).

2.2.3ESBIEGUDbertragungsereignisse in hospitalisierten Pferden und lokale
Dynamiken

Die Analyse der Phylogenie der identifizierten EBSBL zeigte eine enge
Verwandtschaftsbeziehung zwischen vieldeolaten. Diese Beobachtungen legen eine
gemeinsame Quelle bzw. eine direkte oder indirekte Ubertragung dieser-EESBiahe
(Veroffentlichung 1). In den Nisternabstrichen der hier untersuchten Tiere konnte u.a. ein
einzelner Klon von zwei verschiedenererdeén identifiziert werden, ein Hinweis, der die
Annahme der lokalen Verbreitung verstarkt. Wahrend beim Nachweis vorEESBLNstern bei

der Klinikaufnahme von einer vorherigen Kontamination ausgegangen werden kann, z.B. im
Zusammenhang mit einer nasagjrischen Intubation(Walther et al., 2018) deuten die
erhobenen Daten anitund t auf eine direkte oder indirekte Ubergung wahrend des
Klinikaufenthalts hin \(erdffentlichung 1). Dies unterstiitzt auch die Ergebnisse friiherer
Untersuchungen, welche Tierkliniken als "Hotspots" fur die Ubertragung von MRE
Enterobacterales identifiziertefApostdakos et al., 2017; Walther et al., 2018; Wright et al.,
2005) Eine Studie aus dem Jahr 2019 zeigte darlber hinaus, das die in EC identifizierten
Resistenzen einer Gruppe nidibspitalisierter Pferde auch in EC aus Proben eines naheliegenden
Viehbetriebes nachgewiesen werden konnten, was auch auf eine moglichekiedbertragung
hinweisen konntgKaspar et al., 2019Pie Aufklarung der Vireitungs und Ubertragungswege

von ESBEC in Pferdekliniken sollte daher ein wichtiger Bestandteil weiterfiihrender Studien sein.
Im Zeitraum von Januar bis August 2019 konnten eng verwandte Isolate der ST10 und STC86 sogar
tiber mehrere Monate innerhalbet Klinik und Uber verschiedene Pferde nachverfolgt werden
(Veroffentlichung 1). Die lokale Akkumulation von MRE sowie die Anwesenheit von
empfanglichen Patienten, welche durch die Gabe von Antibiotika oder anderen selektiven Mitteln
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sensibilisiert sind, stellen vermutlich eine Hauptursache dieser Beobachtungen dar
(Veroffentlichung 1). Um die aktuellen Herausforderungen durch MRE und zoonotische Erreger
in Pferdekliniken zu meistern, sollte das Bewusstsein fir die Bedeutung der Hygiene sowie die

Auswirkungen von antibakteriellen Therapeutika weiterhin gescharft werden.



Veroffentlichung Il

2.3.  Veroffentlichung Il

Kauter A Brombach J, LubKgecker A, Kannapin D, Bang C, Franzenburg S, Stoeckle SD,
Mellmann A, Effelsberg N, Kéck R, Guenther S, Wieler LH, Gehlen H, Semmbdfr IA W
Walther B. Antibiotic prophylaxis and hospitalization of horses subjected to median
laparotomy: gut microbiota trajectories and abundance increase of Escherihiemitted to
Frontiers in Microbiology, doi: 10.1101/2023.05.24.542119

Im Vergleich g anderen domestizierten Tieren leiden Pferde besonders haufig an Erkrankungen
des GIT, welche langfristig oft zum Tod fUhren. Im Allgemeinen wird die Zusammensetzung der
Bakteriengemeinschaft im GIT als vorteilhaft und als Voraussetzung fir die Gesumthdis
Wohlbefinden der Pferde angenommeXgroffentlichung ). Vorangegangene Studien zeigten
Hinweise darauf, dass die physiologisidogenen Mikrobiota im GIT der Pferde vor direkten
oder indirekten Pathogeinduzierten Schéden schiutzen und dass ei&chutzwirkung bei
verschiedenen enteralen Erkrankungen gestért sein korjdtesta et al., 2012; Weese et al.,
2015) Die Verabreichung von Antibiotika wie Penici{Baverud et al., 2003Enrofloxacin oder
Ceftiofur (Liepman et al., 2022) sowie Doxycy@iavis et al., 200&ann die enterale mikrobielle
Gemenschaft stéren und zu einem dysbiotischen Zustand flli@osta et al., 2015Dbwohl die
mediane Laparotomie bei akuten Fallen von Kolik ein haufig durchgefiihrter chirurgisotpeif E

bei Pferden ist, ist das Wissen uber die Auswirkungen einer P/G PAP auf das Darmmikrobiom
begrenzt. Klinische Studien zum Einfluss von Antibiotika auf das Darmmikrobiom werden aktuell
hauptsachlich durch Querschnittsstudien abgebildet, wahrendwetationelle oder longitudinale
Ansatze und Vergleiche mit Kontrollgruppen oft feh{fgmmermann et al., 2021Ein Vergleich
zwischen krankheitaind arzneimittelbedingten Effekten ist daher schwiddgnmermann et al.,

2021) und muss auch im Hinblick auf die Diskussion Uber mutmalfiliche arzneimittelbedingte
Effekte in der vorliegenden Arbeit klar und deutliefs Einschrankung adressiert werden
(Veroffentlichung 11). Da es sich in dieser Arbeit um ein reales Szenario und keinen Tierversuch
handelt, kann der alleinige Effekt der PAGtibiose auf die Darmmikrobiota nicht vollkommen
geklart werden. Dennoch hatine Studie aus der Humanmedizin gezeigt, dass die parentale
Verabreichung von P/G eindeutig einen Einfluss auf das sich entwickelnde Darmmikrobiom von
Sauglingen einschliel3lich der Shanaimersitat und die Gesamtzusammensetzung(Reyman

et al., 2022) so dass auch hier ein solcher Effekt zu erwarterVistdffentlichung 111) Um diese
moglichen Effekte genaueebchreiben zu kdnnen, wurden die Kotproben der Pferde aus der SSG
(n=16) und der 5DG (n=15) sowie die Kotproben aus einer-naggitalisierten Kontrollgruppe
(n=10) im Hinblick auf Verédnderungen in der Zusammensetzung der Bakterien (Mikrobiom)

untersucht
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2.3.1Diversitat des fakalen Mikrobioms hospitalisierter Pferde mit
diagnostiziertem Kol#syndromKomplex unter dem Einfluss
verschieden andauernder PAPs

Die zeitliche Veranderung in der Zusammensetzung der Darmmikratoetee das Ausmal’ von
Stérungen, welche durch die Gabe von Antibiotika méglicherweise verursacht wurden, sind die
wesentlichen Aspekte dieses Studienabschnittes gewesen. Wie bereiterdgifentlichung |
beschrieben, ist die Zusammensetzung des enteralémddioms durch eine hohe Individualitat

und eine Vielzahl von externen Einflissen gepréagt. Dies gilt nicht nur fir den Menschen, sondern
auch fur das Pferd/eroffentlichung ).

Trotz dieser Einflisse konnte fiur die in diesem Studienabschnitt untersudtaspitalisierten
Pferde bereits bei der Ankunft in der Klinik (vor jeglicher Antibiotikabehandlgi)@ifte im Mittel
verminderte bakterielle Biodiversitat festgestellt werden, was sich u.a. in einer verminderten
AlphaDiversitat (Shannoiversitatsindex (SDI)) im Vergleich zur Kontrollgruppe zeigte
(Veroffentlichung 11). Ahnliche Ergebnisse konnte eine Studie zeigen, welche geringere SDIs im
Darmmikrobiom bei gastrointestinal erkrankten Pferden im Vergleich zu einer nicht betroffenen
Kontrollgruppefeststellte (Park et al., 2021)Das fékale Mikrobiom der Merdffentlichung 1l
untersuchten Proben der hospitalisierten Tiere zeigte die starkste \deréng, gekennzeichnet
durch eine signifikante Abnahme des mittleren SDI,;aDieser Zeitpunkt liegt drei Tage nach
erfolgter Laparotomie der hospitalisierten Tiere und markiert fir die SSG den zweiten Tag nach
der letzten Antibiotikagabe, wahrend furedT eilnehmer der 5DG die Administration von P/G PAP
von diesem Tag aus noch fiir zwei weitere Tage fortgesetzt wurde. (A8.tTag posbperativ)
zeigten die wieder angestiegenen mittleren SDIs in beiden Studiengruppen deutliche Anzeichen
fir das Einsetn einer Erholung im Mikrobiom, wobei die meisten der Studienteilnehmer den
Ausgangszustand bereits wieder erreicht zu haben schienen, da der Unterschied zwjsoiten t

t> keine statistischen Unterschiede im Hinblick auf die mittlere Alpharsitat aufiies
(Veroffentlichung 1l). Bemerkenswerterweise fand eine Studie an keimfreien Mausen Hinweise
darauf, dass die Erholung des Darmmikrobioms nach der Behandlung mit Antibiotika stark von
der Ernahrung, dem Gemeinschaftskontext und Umweltreservoiren abfangsein scheir(iNg

et al., 2019) Die Autoren stellten auch fest, dass die Verringerung von Bakterien in
Umweltreservoiren den Prozess der Mikrobiomerholung beeintrach(iyg et al., 2019)Diese
Tatsache unterstreicht nicht nur die allgemeine Bedeutung der vorherrschenden
Umweltbakterien in der unmittelbaren Umgebung von hosjsiarten Pferden, sondern
verdeutlicht auch die Anfélligkeit der Darmmikrobiota von Pferden fir die raumédhiche

lokale Ausbreitung von Krankenhaassoziierten Krankheitserregern, einschlie3lich ESBlwas
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zu hohen Kolonisierungsraten fuhrt, wimavor schon berichtet wurdeVerdéffentlichung I,
Veroffentlichung Il).

Die Beta5 A SNEAGNG o061 60 &Kyt AOK]SAG T 6Aa0KSy RSy
/| dz2NI A& RAalGlIyOSada | dzF DNHzyRfF3IS RSN ARSYGATA
(Veroffentlichung Il). Um die grof3e und komplexe Menge dieser Daten fiir eine Analyse und
Interpretation aufzubereiten, wurde anschlieBend eine (engl.) Principal Component Analysis
(PCA) durchgeflhrt. Hierbei handelt es sich um eine Methode, welche #ialien statistischen
Variablen in einem Datensatz durch wenige angendherte aber aussagekréftige sogenannte
Hauptkomponenten ersetzt und so starke Variationen und Muster visuell besser erkennen lasst
(Lever et al., 2017)

Die betrachtlichen interindividuellen Abstdnde zwischen deikridbiomprofilen der Proben,
welche aus der PCA der 5DG Pferde hervorgehen, sind zum Zeitpartkeblich kleiner als bei

to, was auf eine @hnliche und konsistente Wirkung der Lang§zgh auf die Zusammensetzung der
Darmmikroorganismen hinweist, welcBpezifisch fir die Langzeit P/G PAP\strdffentlichung

lll). Diese Beobachtung deckt sich mit den Ergebnissen einer aktuellen Studie, in der die
Auswirkungen haufig verwendeter Antibiotika auf das Darmmikrobiom gesunder menschlicher
Probanden vor und reéh der Behandlung untersucht wurd@nthony et al., 2022)Die Autoren
zeigtendabei mittels PCA medikamentenspezifische Profile in der Mikroiosammensetzung

Uber die Zei{Anthony et al., 2022)n striktem Gegensatz zu den Ergebnissen der PCA der 5DG in
der vorliegenden Studie zeigten die Datenpunkte der SSG vergleichsweise grof3ere
interindividuelle Unterschiede an,twas auf das Fehlen eines gemeinsarselektiven Faktors
hindeuten kdnnte Yeroffentlichung 11). Diese Beobachtung kdnnte auch andere differenzierende
Faktoren widerspiegeln, welche mit dem unterschiedlichen Individuum assoziiert sind, wie bspw.
Appetit, Stress, Schmerz, Umweltbakterien, Bassetzen der Giffunktion sowie die mikrobielle
Wiederbesiedlung des GIT (diskutiert Meroffentlichung | Veroffentlichung 11). Hier sind
weitere gezielte Studien gefragt, um den Einfluss individueller sowie therapeutischer Faktoren auf

das Mikrobiomder Tiere besser verstehen zu konnen.

2.3.2Veranderungen des fakalen Mikrobioms des Pferdes unter dem
Einfluss verschiedener PAF2gime

Um signifikante Veranderungen in der Zusammensetzung des Mikrobioms unter dem Einfluss der
unterschiedlichen PAP aufzudecken, wurde eine Auswertung der Haufigkeiten einzelner
Bakterienfamilien Uber die verschiedenen Probenziehungstage vorgenommen. Indégrdpimit

den beiden unterschiedlichen PARgimen war ein Anstieg in der Haufigkeit insbesondere fir die
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bakteriellen Familien Bacteroidaceae, Enterobacteriaceae und Pseudomonadaceae zu sehen
(Veroffentlichung Il). Veranderungen bei Bacteroidaceae sinmdZusammenhang mit Koliken
beim Pferd bisher kaum beschrieben, jedoch gibt es Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen
Bacteroides einer Gattung der Bacteroidaceae, und Koliken beim Rf¢ehable et al., 2013
Veroffentlichung I1). Die Studie analysierte Kotproben von Vollblutpferden, die wahrend der Kolik
sowie 30 und 90 Tage spater gesammelt wurden. Die Autoreichteten Uber eine grof3ere
Haufigkeit vonBacteroides sppin allen Proben, die wahrend der Kolik gesammelt wurden, im
Vergleich zu denen die 30 und 90 Tage spater genommen wiktEmable et al., 2013Eine
weitere Studie untersuchte Ver&nderungen im fakalen Mikrobiom von Kolikern wahrend eines
Klinikaufenthalts, hier wurde ebenfalls ein erhthtes Vorkommen Bawcteoides unter den
erkrankten Tieren festgesteStewart et al., 2021)

Multiresistente Enterobacteiles sind in PferdeklinikefApostolakos et al., 2017; Shdarman
Torban et al., 2020; Walther et al., 201&pw. im Zusammenhang mit chirurgischen
Wundinfektionen ((engl.) surgical site infections, kurz: SSI) nach einer Laparotomie bei Pferden
(Dziubinski et al., 2020; Isgren et al., 208&)eits haufig beschrieben worden. Die vor allem am
Probentag 1 festgestellte erhéhte Haufigkeit von Enterobacterales im Kot der hospitalisierten
Tiere konnte ein moglichésrund flr das erhdhte Risiko der Entwicklung von SSI durch resistente
Infektionserreger fur die Pferdepatienten seWetdffentlichung Il). Auch im Zusammenhang mit
Laminitis wurde bereits von einer relativ erhdhten enteralen Haufigkeit von Enteroladesdoei
Pferden berichte(Milinovich etal., 2008)

Ein weiterer signifikanter Anstieg konnte in der Familie der 8sewnadaceae vonytnach &
festgestellt werden Veroffentlichung 1l). Eine Zunahme der relativen Haufigkeit dieser Familie
von Mikroorganismen steht moglicherweise in Verbindung mit verschiedenen gastrointestinalen
Erkrankungen und wurde bereits als Markfur Veranderungen des Darmmikrobioms beim
Menschen beschriebefam et al., 2020; Chamorro et al., 2021)

Um den direkten Einfluss der akuten Erkrankung und andeaktoFen auf das GHWikrobiom

der Pferde besser untersuchen zu kénnen, wurde die Haufigkeit verschiedener Bakterien in den
Kotproben beider Studiengruppen im Vergleich zu einer Kontrollgrupgle afisgewertet
(Veroffentlichung Il). Dabei konnten deutlich@dbweichungen fir OTUs aus 15 verschiedenen
Bakterienfamilien identifiziert werden. Insgesamt war ein gemeinsamer zeitlicher Verlauf fur
Bacteroidaceae, Enterobacteriaceae und Pseudomonadota erkennbar, mit einem auffallend
erhohten Anteil in fast allen Pben zu t und abnehmenden, aber immer noch Uber dem
Basiswert liegenden, OTXhhlen zu 4 Darlber hinaus konnte eine geringere H&aufigkeit von
Lachnospiraceae bei Pferden mit diagnostizierter Kolik im Vergleich zu den Pferden der

Kontrollgruppe beobachtewverden {eréffentlichung 11). Dies stimmt auch mit den von Steward
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et al. 2019 berichteten Ergebnissen fir an klgdidlenden Pferden Uberei(Gtewart et al., 2019)
AuRerdem wurde ein verringerter Anteil an Lachnospiraceae im fakalen Mikrobiom auch bei

Pferden mit enteralem Erkrankungsbilddchrieben(Costa et al., 2012; Weese et al., 2015)

2.3.3Veranderungen des Mikrobioms im Zusammenhangemiithten
ESBIECKolonisierungsraten

Die allgemeinen Auswirkungen der P/G PAP auf das Darmmikrobiom der Pferde fielen
ausgepragter aus als zunachst im Zuge einer parenteralen Verabreichung erwarte{ $tdaide

et al., 2021; Zhang et al., 201%eroffentlichung 1l). Der gemeinsame Einfluss von Kolik,
Klinikaufenthalt, Laparotomie sowie Verabreichung einer PAP flihrte zu einem Anstieg in den
relativen Haufigkeiten der Gattungdétscherichiand BacteroidegVeroffentlichung 11).

Die meisten deuntersuchten Pferde wiesen bei der Aufnahme in die Klinik eine geringe relative
Haufigkeit vonEscherichiam fékalen Mikrobiom auf, welche an tleutlich anstieg. Diese
Beobachtung steht im Einklang mit dem Verlauf des Anstiegs defBEESBésiedlungset beider
Studiengruppen Uber die ZeWéroffentlichung 1). Dies kénnte auch auf eine lokale Ausbreitung
von ESBEC wahrend der P/G PAP hinweisen, welche wohlmoglich durch einen Selektionsvorteil
im GIT der Pferde beeinflusst wird, wodurch sich einz&S88IECLinien bevorzugt vermehren

und verbreiten kdnnen. Dies fuhrt nicht nur zu steigenden Kolonisierungsrdegiftentlichung

II), sondern auch zu einer unvermeidbaren Umweltkontamination Uber z.B. durch den Kot
kontaminierte Einstreu in den Unterimgungen der PferdeVeroffentlichung I1l). Da die
unmittelbare Umgebung zu den Hauptquellen von -@d3oziierten Bakterien wahrend einer
Wiederbesiedlung des Mikrobioms geh@Ng et al., 2019)scheinen vor allem Umweltquellen

eine wichtige Rolle in Bezug auf die EEBLKolonisierungsraten gpielen.

bl OK SAYySNJ . -SakthmerRKontzng in GiWikidbiom beim Menschen nicht nur eine
Zunahme von Enterobacteriaceae, sondern auch eine Zunahme von Bacteroidaceae festgestellt
werden, wie eine Ubersichtsarbeit zeigfeatangia et al., 2022¢ine Beobachtung die ebenfalls

mit den im Rahmen dieser Arbeit publizierten Ergebnissen UbereinstiMentifentlichung I1).

Da furBacteroidespp eine intrinsische Resiste(ZLSI, 2020; Pumbwe et al., 200é%chrieben

wird, kann zumindest die Auswirkung eines behandlungsbedingten Selektionsvorteils in Betracht
auf den relativen Anstieg der Abundanz in den meisten Kotproben der hospitalisierten Tigre an t
angenommen werdeneroffentlichung Il). Obwohliele BacteroidesArten eine entscheidende

Rolle beim Abbau von Polysacchariden in einer pflanzlichen Erndhrung ¢Qieéeryg et al., 2022;
Pereira et al., 2021wurde die spezifische Bedeutung und Rolle der verschiedenen Arten bei der

Fermentation im Darm noch nicht untersucht. Weitere Forschung zu diesem Thema, einschlief3lich
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der Analyse metabolomischer Profile aus Metager®eguenzierungsprojekten, istferderlich,

um die Zusammenhange besser zu verstehargffentlichung Il).
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3. Ausblick

In dieser Arbeit sollte eine einmalige perioperative P/G Antibiose im Zuge eines operativen
Eingriffs nach diagnostizierter Kolik der bislang tblichen-TixgieAntibiose gegenibergestellt
werden und dabei der Einfluss auf die Haufigkeit von #£8Blund die Veranderungen im enteralen
Mikrobiom der Pferde untersucht werden.
In Abbildung4 sind die in dieser Studie beobachteten Einflisse und Effekte der Kolikoperation,
Hospitalisierung und in diesem Zusammenhang verabreichten PAP auf das Darmmikrobiom der
Pferde grafisch zusammengefasst:

Merkmale einer Dysbiose: (1) verringerte Artenvielfalt

im GIT im Vergleich zum Zustand bei Ankunft; (2)

verringerte  Artenvielfalt im Vergleich zu nicht-

hospitalisierten Pferden und (3) eine verringerte Beta-

Diversitat zum Zeitpunkt t,, besonders in der 5DG

o\ ESBL-EC

l N Erhéhte ESBL-EC Kolonisationsrate
[m
q (unabhangig vom PAP Regime) wahrend
— der Hospitalisierung und im Vergleich
——_]
Dysbiose M zur Kontrollgruppe

Molekularbiologische Indizien fur einen

Hospitalisierung Hospitalisierungseffekt (lokale Ausbreitung

bestimmter Genotypen), welcher die Auswirkungen

und Unterschiede der unterschiedlich langen PAP zu

: [
m iiberlagern scheint

Abbildung4| Grafische Darstellung der verschiedenen Einflisse von Kolikoperation, Hospitalisierung und PAP auf das
Darmmikrobiom des PferdesNeben den Merkmalen einer Dyshiose (a) konnte ebenfalls eine erhthte Rate aR ESBL
(b) in denProben der hospitalisierten Pferde im Vergleich zur niddgpitalisierten Studiengruppe festgestellt werden.

Die molekularbiologischen Untersuchungen ergaben Hinweise auf nahe verwandt&E3®&ilate, welche Uber einen
langeren Zeitraum und in versclienen Tieren nachgewiesen werden konnten. Dieser Hospitalisierungseffekt (c) fuhrte
vermutlich auch zu einer Uberlagerung des Einflusses der unterschiedlich lang verabreichiReghn@.

Der durch antimikrobielle Therapeutika induzierte DiversitatsvetinstITFMikrobiom ist nicht
selten von Durchfallerkrankungen oder Antibiotkssoziierten Infektionen begleitgBarr et al.,
2013; Ramirez et al., 202 inige Studien richteten in der Vergangenheit ihre Aufmerksamkeit
deshalb auf den Versuch, fakale Mikrobiota beim Pferd zu transplantieren, um mdgliche

Ungleichgewichte im GIT der Tiere aufgrund von bspw. Antibiotikabehandlungegrmindern

(Costa et al., 2021; Mullen et al., 201B)ne erst kirzlich erschienene Studie bewertete ddiei
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klinischen und mikrobiologischen Auswirkungen einer fakalen Mikroflicansplantation bei
Pferden mit Diarrh6€McKinney et al., 2021Die Autoren konnten dabei eine Abmilderung des
Schweregrades der Diarrhte fur Tiere, welche an drei aufeinanderfolgenden Tagen behandelt
wurden, im Vergleich zu einer unbehandgit Kontrollgruppe zeigefMcKinney et al., 2021)
Anders fiel eine Studie zur taglichen fakalen Mikrobiomtransplantation beim Pferd aus, welche
eine Metronidazoinduzierte Dysbiose zu verhindern versuclffénoshita et al., 2022)Hier
reichte die zuséatzliche einmalige tagliche Gabe einer fakalen Mikrobiotatransplantatsuspension
nicht aus, um die Metronidazéhduzierten Veranderungen im Mikrobiom signifikant zu
vermindern. Dabeblieb die Frage offen, ob die unzureichende prophylaktische Wirkung des
Mikrobiomtransplantats in dieser Studie im Zusammenhang mit einer zu geringen Menge,
Haufigkeit oder einem unpassendem Verabreichungszeitpunkt gdimbshita et al., 2022Pie
ausfiihrliche Evaluierung und Anpassung von fékalen Transplantationsprotokollen anhand der
neuesten Erkenntnisse in der Mikrobiomfohging kénnten dahingehend weitere Fortschritte
bringen, die mdgliche Dysbiose im Mikrobiom der Pferde nach einer Antibiotikabehandlung in
Zukunft moglicherweise besser therapieren zu kénnen.

Einen anderen Ansatz lieferte eine erst 2021 erschienene StudieEffekt von bakteriostatischen

und bakterioziden Wirkstoffen auf die mikrobielle Gemeinschaft im(M#ier et al., 2021)Die
Autoren stellten fest, dass eingrikte und allgemeine Eingruppierung der Wirkung von Antibiotika

in bakteriostatisch und bakteriozid kaum durchzufiihren ist, da diese Effekte sehr spezifisch fir
einzelne Spezies zu sein schienen. AuBBerdem bemerkten sie eine schnellere Erholung des
Mikrobioms beim Einsatz von lediglich bakteriostatisch wirkenden Therape(iMkéer et al.,

2021) Am bemerkenswertesten waren jedoch die Untersuchungen von spezifigectiagonisten

zum Schutz einzelner Bakterien vor einer bakterioziden Wirkung eines Antibiotikums. So konnte
bspw. die Gabe des Antikoagulants Dicumarol und des Urikusurikums Benzbromaron Bakterien der
SpezieBacteroides vulgatugor der Wirkung des Erythroynins bewahren. Dieses Konzept kbénnte
langfristig einen Weg aufzeigen, wie zukunftig die spezifischen Kollateralschaden von Antibiotika
auf einzelne Kommensalen mdglicherweise abzumildern($itader et al., 2021)

Die Evaluierung der Verbreitung von E$Bs&itiven Enterobacterales, auch innerhalb von
Tierkliniken, ist bereits l&anger ein bestandiger Schwerpunkt in vielen St(Rissen et al., 2019;
Thomson et al., 2022auch um das Auftreten von nur schwer zu therapierenden Infektionen zu
vermeiden. Molekulare epidemiologise Untersuchungen legen nahe, dass bei der Ubertragung
resistenter Bakterien auf den Menschen nicht zuletzt tierische Quellen eine wichtige Rolle zu
spielen scheinen, wie eine Studie zur Herkunftsbestimmung von-ESBkolaten innerhalb
Deutschlands zeig (Perestrelo et al., 2022Alle untersuchten tierischen Quellen dieser Studie

(HUhner Rinder, Schweine, Hunde und Pferde) teilten dabei die meisten Subtypemp&siier
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Bakterien mit der Allgemeinbevdlkerun@Perestrelo et al.,2022) Dahingegen konnte der
berufsbezogene Kontakt mit bestimmten Tierarten (u.a. Hunde, Katzen, Pferde) nicht mit einer
signifikanten ESBEC oderKlebsiella pneumoniagk. pneumoniae -Ubertragung assoziiert
werden, wie eine Studie zu ESBL/pAmpC positiven E&updeumoniadei Mitarbeitern im
Veterinarwesen in den Niederlanden zeigt®leijs et al., 2021) Darlber hinaus ergab die
Charakterisierung und Untersuchung von Risikofaktorém &ine ESBEnterobacterales
Kolonisierung in einer Pferdeklinik im Zusammenhang mit einem AusbrucK.vemeumoniae
Infektionen, dass neben der Dauer des Klinikaufenthaltes. auch der Gebrauch von
nasogastralen Sonden als Risikofakitor Zusammenhangnit ESBIEnterobacteralegpositiven
Pferden stand(Thomson et al., 2022)Ein rascher Anstieg in den ESBiterobacterales
Kolonisierungsraten im Zuge einer Hospitalisierung und Verabreichung von Antiinfektiva wurde
nicht nur, wie bereits schon hier berichtet, beim Pferd beobachtet, sondern auch erst kiirzlich beim
Menschen deutlich beschriebelfLewis et al 2022) Eine Studie untersuchte dabei die
Besiedlungsdynamiken von ESBiterobacterales im Darm von Erwachsenen in Malawi. Die
Autoren stellten bei einer Gegeniberstellung verschiedener Faktoren fest, dass der Einfluss der
Antibiotika auf den Anstieg in den ESBitaobacteralesKolonisierungsraten gréf3er zu sein
scheint, als der Einfluss der Hospitalisierung an fiehwis et al.,, 2022)Die Autoren gehen
weiterhin davon aus, dass aufgrund der anhaltenden Wirkung von verabreichten Antibiotika kurze
Behandlungeneine &hnliche Wirkung wie langere Behandlungen in Bezug auf die- ESBL
Enterobacteraled)bertragung zeigen konntegihewis et al., 2022pPies kénnte sich auch in den im
Rahmen dieser Arbeit berichteten in der Regel nur sehr geringen Unterschiedeneawderhzwei
untersuchten PAfRegimen widerspiegelrivéroffentlichung 11, Ilj. Die Ausbreitung von ESBL
Enterobacterales scheint dabei vor allem durch den selektiven Vorteil der Bakterien gegentuber
den haufig verwendeteh-LaktamAntibiotika geférdert zu wrden {/eroffentlichung Il, 1l). Eine
andere Studie beschéftigte sich weiter mit den Kurd Langzeiteffekten der Hospitalisierung und
oralen Gabe von Sulfadiaziffimethoprimauf das Mikrobiom in Kotproben vom Pfeftheelen

et al., 2023) Laut den Autoren der Studie kam es wahrend der Hospitalisierung adém Einfluss

einer PAP Uber acht Tage weder zur Beeinflussung der Zusammensetzung der Mikrobiota, noch zu
einer Veranderung der Abundanz von Resistenzgenen innerhalb der Riidiesien et al., 2023)

Erst unter dem Einfluss des Antibiotikums wurde von einer verminderten Adpheasitat in der
Mikrobiota-Zusammensetzung der Proben sowie von einer erhfhten Abundanz an Resistenzgenen
berichtet (Theelen et al., 2023Die sehr geringe Studienpopulation (6 Tiere) und die Tatsache,
dass es sich um klinisch gesunde didrandelte, muss jedoch klar als Limitation in der
Interpretation dieser Studienergebnisse benannt werden. Allerdings wirden diese Ergebnisse

auch die Robustheit eines gesunden Mikrobioms gegeniiber au3eren Einflissen unterstreichen,
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ebenso wie den bereitbeschriebenen immensen Einfluss durch Fektowie Nahrung und
Y2y idlrld YAG 'YsStEUNBASNDB2ANBY GNKNBYR RSN a2 A
antimikrobiellen TherapieMerdéffentlichung I1).

Das derzeitige begrenzte Wissen zu den einzelnen Fungdi der Mikrobiota im equinen
Mikrobiom sowie dessen Individualitat sind wohl als eine der groften Schwierigkeiten zu
adressieren. Sequenziaitnd Hochdurchsatkethoden ermdéglichen die zeithahe Erfassung aller

in einer Probe vorhandenen Gene (Metagenamdl kénnten zukinftig in grof angelegten Studien
weitreichende und tiefere Einblicke in die Beziehung zwischen Gesundheit und Mikrobiom, nicht
nur beim Pferd, sondern auch im Hinblick auf ein ®lealth-Konzept gebeifLemos et al., 2022)

Die in dieser Studie gesammelten Ergebnisse und gewonnenen Erkenntnisse stellen jedoch einen
ersten wichtigen Schritt ni der Etablierung von Antibiotic Stewardsitpogrammen in
Pferdekliniken dar und kdnnten somit einen langfristigen Einfluss auf die lokale Verbreitung von
MRE haben.
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Abstract

Understanding the complex interactions of microbial communities including bacteria, archaea, parasites, viruses and
fungi of the gastrointestinal tract (GIT) associated with states of either health or disease is still an expanding
research field in both, human and veterinary medicine. GIT disorders and their consequences are among the most
important diseases of domesticated Equidae, but current gaps of knowledge hinder adequate progress with respect
to disease prevention and microbiome-based interventions. Current literature on enteral microbiomes mirrors a vast
data and knowledge imbalance, with only few studies tackling archaea, viruses and eukaryotes compared with
those addressing the bacterial components.

Until recently, culture-dependent methods were used for the identification and description of compositional
changes of enteral microorganisms, limiting the outcome to cultivatable bacteria only. Today, next generation
sequencing technologies provide access to the entirety of genes (microbiome) associated with the microorganisms
of the equine GIT including the mass of uncultured microbiota, or “microbial dark matter”.

This review illustrates methods commonly used for enteral microbiome analysis in horses and summarizes key
findings reached for bacteria, viruses and fungi so far. Moreover, reasonable possibilities to combine different
explorative techniques are described. As a future perspective, knowledge expansion concerning beneficial
compositions of microorganisms within the equine GIT creates novel possibilities for early disorder diagnostics as
well as innovative therapeutic approaches. In addition, analysis of shotgun metagenomic data enables tracking of
certain microorganisms beyond species barriers: transmission events of bacteria including pathogens and
opportunists harboring antibiotic resistance factors between different horses but also between humans and horses
will reach new levels of depth concerning strain-level distinctions.

Keywords: Horse, Microbiome, Gastrointestinal tract, Microbiota, Disease, Health

Equine microbiota and microbiomes: what we
know so far

Humans and animals have a unique set of diverse micro-
organisms, an individual fingerprint. The complex and
multi-levelled interactions between these resident micro-
organisms with respect to disease risks, health preserva-
tion, immunity and therapeutic possibilities are currently
expanding research fields in both, human- and veterin-
ary medicine. The intestinal tract of Equidae contains a
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diverse community of microorganisms that consists of
fungi, parasites, protozoa, archaea, viruses and bacteria
[1]. This entirety of different microorganisms associated
with a distinct space is known as the microbiota, while
the corresponding entity of genetic material is referred
to as microbiome [2]. While this particular distinct and
individual composition of a broad range of microorgan-
isms includes essential nutrition suppliers and immune
response supporters [3], it also contains taxa capable of
causing disease [4]. All Equidae belong to a family of
herbivorous mammals that possess a certain hindgut
(caecum and colon) microbiota, enabling forage
utilization for optimal nutrition. These microbes provide

© The Author(s). 2019 Open Access This article is distributed under the terms of the Creative Commons Attribution 4.0
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a substantial proportion of the horses’ daily energy needs
through the fermentation of plant material to short
chain fatty acids such as acetate, propionate, and butyr-
ate [5, 6]. Consequently, gastrointestinal disturbance in
the equine microbiota can result in alteration of fermen-
tation patterns and, ultimately, metabolic disorders [7].
While knowledge about the role of archaea, viruses and
eukaryotes residing within the GIT and their contribu-
tion to a healthy human microbiome is limited [8], even
less data is available for horses, mirrored only by a few
studies as shown in Table 1.

Within their enteral tract, horses are able to host up to
10" bacterial cells [9] with the majority of bacteria resid-
ing in the colon, especially within the comparatively en-
larged caecum [10]. The degradation of non-digestible
cellulosic and hemi-cellulosic forage components by these
microorganisms is crucial for the bioavailability of energy
and other essential nutritional needs in horses [9].

Several diseases including cardiovascular disorders [11,
12], inflammatory bowel disease [13], diabetes [14-16],
rheumatoid arthritis [17], depression [18] and progression
of cancer [19-22] have, among others, been associated
with distinct changes in human intestinal microbiomes in
recent years. Compositional changes of the equine micro-
biota were similarly investigated with respect to its impact
on certain diseases such as equine grass sickness [23], col-
itis and laminitis [24—26]. Moreover, the effects of distinct
diets and dosage forms have been studied in elderly horses
and horses in training [27, 28]. In the years that followed,
maps of the equine microbiome [29-31] and the putative
impact of probiotics such as Lactobacilli and Bifidobac-
teria were explored [32, 33]. Another recent focus of re-
search is to unveil the putative composition of an equine
hindgut “core” microbiota. This core microbiota should
mirror the stable, consistent bacterial components includ-
ing key microorganisms and their functions [30, 34-36].
In yet another study, the impact of antimicrobial treat-
ment and anesthesia was investigated with respect to their
role in shaping equine microbial composition [37, 38].

In this review we aim to provide an overview about
the i) techniques used or available for equine micro-
biome exploration ii) current knowledge on equine
hindgut microbiota with an emphasis on bacterial com-
ponents iii) traits and factors which might influence
equine microbiome diversity and composition and iv)
future trends and perspectives in this field.

How to study microbial communities: techniques
currently available to define the equine enteral
microbiome

For interpretation of studies on the microbiome compos-
ition, including those of hindgut fermenters such as horses
(Additional file 1), it is necessary to understand the differ-
ent technologies currently used for data generation and
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exploration. Until recently, the identification of intestinal
microorganisms was performed by culture-dependent
methods limiting the outputs to cultivable species only
[39]. These methods are, however, slowly being replaced
and/or complemented by new comprehensive approaches
such as “Culturomics”, a method which includes multiple
growth conditions to a subdivided original sample to-
gether with extended incubation times. In combination
with rapid identification methods for bacteria such as
Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization—-Time of
Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF-MS), a fast and
extended overview on cultivable bacterial components of
a sample of interest is possible. Mass spectra of so far un-
identified species could be generated and assigned by the
additional use of 16S rRNA sequencing [40]. Conse-
quently, Culturomics can be seen as a kind of “rebirth” of
culture-based techniques in microbiology [41], producing
results which are easy to combine with other methods
commonly used to study animal microbiomes (Fig. 1).

Overall, high-throughput sequencing approaches are
currently the most predominant techniques to investi-
gate microbiomes, in clinical research as well as in envir-
onmental science [42, 43]. The recent developments in
DNA sequencing technologies, also referred to as next-
generation sequencing (NGS), now allow researchers to
study complex biological samples based on sequence in-
formation on a large scale [44]. In general, DNA is first
purified from the samples and DNA sequencing is then
used to characterize the associated taxa, employing ei-
ther a ubiquitous marker gene such as the 16S rRNA
gene for bacteria, the 18S rRNA gene for eukaryotes or
an internal transcribed spacer (ITS) DNA present be-
tween rRNA genes for fungi. Alternatively, all DNA in a
given sample is sequenced by use of shotgun metage-
nomics sequencing [45]. Since NGS allows for cost-
effectiveness, sufficient resolution and sequencing depth
for many research questions, this is one of the most
commonly used techniques in medical- (food)hygiene-
and environmental metagenomics studies [39].

One method to explore microbial compositions is NGS
of the bacterial ubiquitous ~ 1500 base pair 16S rRNA
gene made up of nine hypervariable regions flanked by
conserved sequences [46]. Here, primers are used to de-
fine resulting amplicons covering the hypervariable re-
gions which then differ in amount and base composition
per sample under investigation. Based on the nucleotide
sequence similarity, these sequences are clustered into
Operational Taxonomic Units (OTU) [47].

To ascribe taxonomic identities of a certain bacterial
community, NGS results are compared to 16S rRNA gene
sequence databases available, including Greengenes [48]
and Silva [49]. With its conserved and variable sequence
regions evolving at very different rates, the 16S rRNA se-
quences provide reliable data for investigating both close
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Table 1 Microorganisms with nourishment-associated activity in the gastro enteral tract of horses
Kingdom Family Genus Species Putative effects Ref.
Bacteria Ruminococcaceae Ruminococcus spp- cellulolytic, fibrolytic bacteria [167],
168!
favefaciens plant wall degradation [169]
albus plant wall degradation [169,
170]
Fibrobacteraceae Fibrobacter succinogenes monosaccharide and glycoside degradation [169]—
172
intestinalis plant wall degradation 711
Streptococcaceae Streptococcus spp. amyloytic® [173]
bovis/equinus L-lactate producer [174]
Lactobacillaceae Lactobacillus salivarius/ L-lactate producer, decarboxylating amino acids, [174],
mucosae vascoactive amines [137]
bulgaricus/ L-lactate producer [174]
delbrueckii
crispatus lactic acid bacteria [175]
johnsonii lactic acid bacteria [175]
reuteri lactic acid bacteria [175]
equigenerosi lactic acid bacteria [176]
hayakitensis lactic acid bacteria [176]
buchneri lactic acid bacteria [176]
vitulinus lactic acid bacteria [176]
Acidaminococcaceae Mitsuokella jalaludinii D-lactate producer [174]
Phascolarctobacterium  spp. fibre fermenters® [168]
Veillonellaceae Veillonella gazogenes/ lactat utilizing bacteria 1771
alcalescens
Lachnospiraceae Butyrivibrio spp. cellulolytic, fibrolytic® [167]
fibrosolvens amylolytic [173]
Blautia spp. fibre fermenters [168]
Clostridiaceae Clostridium spp. cellulolytic, fibrolytic® [67]
Eubacteriaceae Eubacterium spp. cellulolytic, fibrolytic [167]
Prevotellaceae Prevotella spp. fibre fermenters [168]
Succinivibrionaceae  Ruminobacter amylophilus amylolytic [173]
Enterococcaceae Enterococcus faecalis amylolytic 73]
Fungi fiber degradation [178]
Neocallimastigaceae  Piromyces equi cellulose degradation [179]
Protozoa hemicellulose, pectin degradation [99]
Bacterio- regulating bacterial species distribution [180]
phages
Archaea methanogens’ [80], [81]

and distant phylogenetic relationships, and allow a precise
assessment of phylogenetic relatedness of organisms [50].
Currently, a broad panel of bioinformatic tools designed
for sequencing data analysis are available, including many
which are open source and easy to operate [47]. Com-
monly used software to analyze 16S rRNA data from
food/environmental samples include QIIME (Quantitative
Insights into Microbial Ecology) [51], mothur [52], and
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USEAR (ultra-fast sequence analysis) [53]. These tools as-
sign the sequences to specific taxonomic levels based on
clustering for OTUs at different sequence identity
thresholds.

However, there still are clear limitations when using
NGS 16S rRNA based identification of bacteria beyond
the family level [54], since current sequencing read lengths
with Illumina technology only cover a region of around
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Fig. 1 Workflow and synergistic application of differt techniques to study enteral microbiomes. Integrative and synergistic workflow to study
equine microbiomes starting with dividing the fresh sample (a) for two general processing’s, microbial diagnostic in terms of culturomics (b-d)
[157] and DNA sequencing approaches (e and f) for population analysis (g-i). A broad range of different aerob and aerobic culture conditions are
used to initiate growth for microbial diagnostic (b), followed by rapid species identification by MALDI-tof mass spectrometry (c). Genome
sequencing (d) allows (novel) species identification in case MALDI-tof provided no confident result or if resistance- and virulence encoding genes
[158, 159] or other factors are of particular interest within a species. Both information sources allow identification of bacterial species present in
the horse microbiota and their growth conditions. The second part of the sample should be stored native at —80 °C until DNA extraction starts
for either sequencing of variable regions of 165/18S rRNA gene (e) allowing characterizing and quantifying taxonomic entities or sequencing of
all genomes (metagenome) present in a sample (f). Further bioinformatics include description of richness (g), diversity indices (h) [160-162],
relative abundances (i) and phylogenetics (j). Combination of classical diagnostics on a large scale and different techniques available to generate
genomic data enable deep insights into microbiome composition and characteristics [163]
.

460 bp mostly from the V3 and V4 region while a full-
length or near full-length 16S rRNA sequence is needed
for a confident taxonomic assignment of genus and spe-
cies [50]. Since it is known that bacterial species differ
with respect to their copy numbers of the 16S rRNA gene
from one to 15 and more [55], amplification could lead to
a bias considering semi quantitative proportions (relative
abundances) in complex communities [56]. Moreover, the
selection of primer sets used for amplification of the 16S
rRNA gene might result in over- or underrepresentation
of distinct bacterial species [57].

Shotgun sequencing of whole genome DNA samples
provide the most complete information on the entire
gene pool within a sample while the high amount of

generated data requires substantial efforts of bioinfor-
matics in sequence assembly, mapping and analyses [39].
In principle, the method is quite similar to those used
for sequencing a single bacterial genome [58], but the
output data consists of all genome sequences present in
a given complex sample including archaea, bacteria,
fungi and viruses. A recent study demonstrated that
shotgun whole genome sequencing has multiple advan-
tages compared with the 16S amplicon method such as
enhanced detection of bacterial species, increased detec-
tion of diversity and abundance as well as increased pre-
diction of genes relevant for example for antimicrobial
resistance or virulence determination. In addition, pro-
viding sequence data of the whole genome of the present
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microorganisms in combination with whole genome ref-
erence databases greatly improved the accuracy of spe-
cies detection [59]. A comprehensive overview on current
methods frequently used for microbiome surveys together
with means for beneficial complementation of different
techniques and analysis methods is provided in Fig. 1.

However, creating valid results from shotgun sequen-
cing of complex microbiomes is still challenging and
computationally intensive [60]. Till date, open databases
available to assign genomic data by mapping metage-
nomics reads provide more primary whole genome se-
quencing (WGS) data for reference- and pathogenic
strains, while colonizing or non-pathogenic bacteria had
less often been sequenced in the past [61]. Consequently,
a significant proportion of shotgun sequences is dedi-
cated to “microbial dark matter” of gut microbiomes,
since suitable reference genomes of non-cultivable and/
or non-pathogenic bacteria are not available for assign-
ments [44]. In addition, methodical standardization and
the development of specific pipelines for data analysis
and —reproducibility are still an ongoing matter of dis-
cussion [62]. Microbiome research reliability and -devel-
opment depend on reliable data at free disposal. In fact,
providing raw sequencing data lacking corresponding
sets of metadata hinders any attempt to reproduce the
original study results [63]. As a consequence, databases
like NCBI SRA (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra) were
established for storing and sharing sequencing data.
Taken together, NGS technology developments have
shown great progress in recent years, but technical is-
sues still exist, mainly related to the need of continu-
ously updated databases, specific bioinformatic tools,
and functional correlations [62].

In 2012, first studies addressing the equine micro-
biome were published, reporting on 2—6 horses provid-
ing up to 16 specimens subjected to microbiome
analysis. Since then, the numbers of animals under in-
vestigation, samples and data processing, as well as
evaluation opportunities have increased dramatically.
Additional file 1 provides a comprehensive overview on
microbiome surveys in horses published so far (2018).

Microbiomes’ markers: species abundances,
sample richness and diversities

One of the most important goals of many microbiome
surveys is to explore and describe differences in the rela-
tive abundances of bacterial taxa induced by environ-
mental changes [64]. As the abundances generated by
NGS technology are semi-quantitative by definition, the
observed dynamics may not accurately reflect those of
the actual taxon densities, a fact that was shown by way
of comparison of single-cell counting by use of flow cy-
tometry with 16S rRNA sequences [64].
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To measure and analyze variation and composition of
microbial communities, indices describing diversity have
been implemented. In 1960, alpha- and beta diversity were
defined, where the alpha diversity allows to estimate spe-
cies number (richness) and distribution (evenness) within
a particular sample, while a beta diversity measure acts
like a similarity score between populations of different
samples [65]. Since then, several different diversity indices
have been defined [66]. Among the most commonly used
diversity indices are taxon based approaches, Simpson’s
index [67], Coverage (C) [68], Chaol richness estimator
[69], Shannon index [70] and Shared OTUs [71-73]. To
date, at least 15 different tools for taxonomic profiling are
available for metagenomics, already compared and bench-
marked by use of various datasets [60].

Current understanding of the equine microbiome
For all mammalian species, scientific evidence points to-
wards a strong relationship between enteral microbiome
composition and its function [74]. Considering data
available on composition of microbial communities res-
iding in different animal species’ guts, current knowledge
exposes a clustered gastrointestinal microbiome accord-
ing to differences in their gut microbiota for all carni-
vores, herbivores and omnivores [75]. For instance,
nourishment based on animal proteins results in an in-
creased number of Firmicutes among the respective
microbiota while, in contrast, plant based diets result in
more fibers and those microbiomes yield an increased
number of Bacteroidetes, cellulose- and xylan degrading
bacteria [28]. Recent studies revealed distinct individual
ecosystems for each compartment of the equine gut,
with more similarities regarding composition of micro-
biota in neighboring compartments than between more
distant ones [30]. At present, two main regions need to
be distinguished: the upper- and the lower GIT [29]. By
way of comparison, the upper equine gut (stomach, je-
junum and ileum) shows a more variable microbiota
substantiated due to a high throughput of environmental
bacteria present in the forage. Moreover, members of
the a-Proteobacteria such as Methylobacterium sp., Rhi-
zobium sp. and Sphingomonas sp. are commonly abun-
dant in this gut region [29]. In contrast, composition of
the microbiota residing in the lower GIT of horses (cae-
cum and colon) seems remarkably stable, despite vari-
ables such as individual history, breed or age.

Beside a rich population including a diverse spectrum
of bacterial species with their bacteriophages, the equine
hindgut microbiota also encompasses protozoa, fungi,
yeasts, and archaea [76]. Considering resident bacteria,
Firmicutes, Bacteroidetes and Verrucomicrobia are
amongst the predominating phyla in the equine hindgut
[28, 30, 77-79]. Further studies revealed an abundant
population of methanogenic archaea in the equine colon
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[76]. These microbes metabolize H, and CO, to produce
methane [80] and probably support the degradation of
cellulolytic bacteria in the lower gut [81, 82]. Metabolic
pathways essential for sufficient nourishment of horses
depend on functional interactions of mandatory mi-
crobes needed for a successful degradation of nutrients.
Some bacterial families belonging to the resident phyla
as well as other microorganisms of the equine GIT have
been characterized with respect to their (predicted)
nourishment-associated activity (Table 1).

Activity of microorganisms leading to changes within
gastrointestinal microbiota in horses. Further proposed
effects of distinct microorganisms are indicated by small
letters. Abbreviations: Ref,, Reference; °, generates neuro-
transmitter serotonin (5-hydroxytryptamine, 5-HT) [83]; b
associated with succinate pathway for production of short
chain fatty acid propionate [84]; ¢, butyrate producers [85],
butyrate shows protective function for colonocytes [86], ¢,
major producers of short chain fatty acids [87]; ¢, possesses
coding region for major exoglucanase [88]; {, use of H, and
CO, to produce methane, might boost the carbohydrate-
degrading activity of cellulolytic bacteria [80, 81].

An important role in the enteral degradation of vegetal
fibres was assumed for anaerobic fungi. In 2003, Piromyces
equi, an anaerobic monocentric fungus, was reported to
possess a major exoglucanase, which is fully capable of
digesting cellulose [88, 89]. Next to Piromyces equi only
two other morphological and metabolically different fun-
gal species were described: Piromyces citronii and Caeco-
myces equi [9]. Evidence also exists for other novel fungal
taxa grown from equine feces, which still need to be char-
acterized and investigated further [90].

At present, knowledge is scarce concerning the role of
bacteriophages in the equine gut. Several studies estimate
a proportion of 10" to 10" bacteriophages per gram feces
[91, 92], including up to 60 morphologically distinct phage
types [93]. Golomidova et al. (2007) provided evidence of
phage affinity for bacteria with high population numbers
[92]. A dense population is commonly more embedded
and adjusted in its biological environment than bacteria
with a lower population number. The authors pointed out
a direct link between diversity and abundance of Escheri-
chia coli strains and the relative abundance of specific co-
liphages. Many ecological systems are shaped from
predator-prey interactions. However, the GIT often
promotes commensal relationships between different
members of the community [94]. It is assumed that bacte-
riophages influence the fitness of intestinal bacteria and
support colonization and host adaption, particularly in
cases of environmental changes, including antibiotic forces
[94-96]. Amongst others, Cann et al. have identified
Siphoviridae, Myoviridae, Podoviridae and vertebrate
Orthopoxvirus in horse feces, but 26% of viruses identified
in that study were unclassified in 2005 [91].
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Yet, the role of intestinal protozoa such as Ciliates [97,
98] is not well understood. A beneficial while only lim-
ited function in cellulose digestion and degradation of
pectin seems likely [99, 100].

Age is among the most influencing factors of individ-
ual enteral microbiomes, while the initial microbiome
already depends on the location of birth. In humans,
even the type of birth (natural delivery or sectio caesa-
rea) brings about differences with respect to initial
microbiome composition [101].

While new born foals commonly have a rich and di-
verse microbiota with Firmicutes as predominant phyla
[102, 103], foals between two and 30 days in comparison
host a decreased level of different microorganisms, with
Verrucomicrobia (e.g. Akkermansia spp.) predominating
[102]. After 60 days, the microbiome consists of a rela-
tively stable population, and microbiomes of 9 month-
old foals only show few differences compared with those
of adult individuals [102]. Considering levels of species
diversity, microbiomes of older horses (19-28 years)
once again show a decreased level with respect to the di-
versity of residing organisms [28]. A comprehensive
overview about factors affecting GIT microbiome com-
position while affecting relative abundance of distinct
microorganisms in horses is given in Table 2. Interest-
ingly, the degree of domestication of Equidae under con-
sideration seems to have an important impact on their
enteral microbiome, which is summarized in Fig. 2. Free
living individuals show a more diverse microbiome com-
position as their conspecifics in captivity [101], an obser-
vation which might mirror loss of diversity among
human enteral microbiomes in more industrialized
countries [104]. Horse domestication interferes with so-
cial structures like inter-individual relationships, shared
environments and nourishment [101]. Comparative
composition analysis of microbiomes of non-
domesticated and domesticated horses living in the same
area with similar plant diets revealed that fecal micro-
biomes of the latter group had a significantly lower
abundance of the Clostridia genus Phascolarctobacter-
ium for producing the short chain fatty acid propionate
[101]. Moreover, microbiomes of non-domesticated
horses harbor a significantly higher relative abundance
of producers of enteric methane like Methanocorpuscu-
lum archaea [101], which may boost the carbohydrate-
degrading activity of cellulolytic bacteria (Table 2).

Attempts to define the “core bacteria” of the
equine microbiome

Microbial communities which commonly appear in all
assemblages associated with a specific habitat are likely
critical to the function of that environment [36]. Conse-
quently, identifying of a defined core composition of mi-
croorganisms is an important step in defining a ‘healthy’
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Table 2 Effects of specific factors on equine intestinal organism abundances

Factor Effect on organism  Organisms in enteral microbiome Reference

abundance

highly concentrated  increase lactic acid bacteria, especially Streptococcus spp. and Lactobacillus spp. [181] [31]

(grain) feed

high-starch fed increase Succinivibrio [28]

high-starch fed decrease Clostridiales, Lachnospiraceae [28]

haylage putative increase Fibrobacter succinogenes, Fibrobacter intestinalis [106]

grass-based diet increase Bacteroidetes, Lachnospiraceae Bacillus, [181]
Lactobacillus, Streptococcus

grass-based diet decrease Fibrobacter, Ruminococcus [181]

high oil and high increase Proteobacteria [28]

starch diets

increasing age increase Euryarchaeota, Actinobacteria, Bacteroidetes, Chlamydiae, Chloroflexi, Planctomycetes, [182]
Spirochaetes, TM7, Verrucomicrobia

increasing age decrease Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Enterobacteriaceae, Enterococcus [182]

domestication lower Methanocorpusculum [101]

pH below 6.0 decrease Ruminococcus albus, Fibrobacter succinogenes [6]

pH below 6.0 increase Streptococcus bovis, Lactobacillus spp., Mitzuokella spp. [6]

parasite egg burden  decrease Bacteroides, Clostridium XIVa, Ruminococcus, unclassified Lachnospiraceae [178,183]

parasite egg burden increase Clostridium IV, Coprococcus, Anaerovibrio, Agreia, Oscillibacter, Turicibacer, unclassified [178,183]
Cystobacteraceae, Campylobacter, Bacillus, Pseudomonas

laminitis increase Lactobacilli, Escherichia coli [138, 184]

microbial community [36]. The core community at the
Operational taxonomic Unit (OTU) level in feces is de-
fined as “being present in all samples included in the study
at 0.1% relative abundance (or greater)” [105]. Defining an
essential core might be useful to predict the impact of per-
turbations and to preserve or restore a microbiome associ-
ated with a healthy condition [36]. Despite the unarguable
individual composition of each horses’ microbiome [106]
a so called “core microbiome” was declared including “key
microbes” present in most individuals [7, 28, 30, 35]. Con-
sidering the vast diversity of intestinal bacteria known for
ruminants, the equine gut microbiome seems to comprise
a lower number of species as “core” population, with the
richest diversity (33 bacterial families) residing in the right
dorsal colon [7].

Firmicutes represent the largest phylum of the equine
intestinal bacterial community ranging from 40% up to
90% in different compartments, including Clostridia
and Bacilli [7, 30]. Clostridiales such as the aerobic
Lachnospiraceae seem to be a part of the intestinal
“core microbiome” in all mammals [28]. They produce
butyrate which is known for its protective function of
colonocytes [107]. Although the families Ruminococca-
ceae and Fibrobacteraceae represent only a small per-
centage of the bacterial community, both were
considered as being part of the “core” along the entire
equine hindgut [9]. These bacteria are involved in
plant-wall degradation (Table 1) and their absence may
influence the overall balance of the microbiome,
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therefore these cellulolytic bacteria were seen as “key-
stone species” [108].

The second largest group to address here are Proteo-
bacteria, comprising a broad range of gram-negative
bacteria, including Enterobacteriales and Pseudomona-
dales. The intestinal diversity of Proteobacteria is
driven by the uptake from the environment, where
these bacteria reside to certain abundances. Consist-
ently, Proteobacteria are predominant in the upper part
of the equine GIT [29], with highest abundance in the
equine Ileum (including Pasteurellales) with approxi-
mately 33% [30]. In view of the overall diversity of res-
iding Proteobacteria, various functional activities can be
assumed, which are not entirely known yet. For in-
stance, some members of Proteobacteria are known for
their role in intestinal nitrogen fixation [109]. Never-
theless, an overabundance is reported to be associated
with inflammatory intestinal diseases and dysbiosis like
colic in horses [25, 110].

The third group consists of Verrucomicrobia. Verruco-
microbia is an abundant phylum within the environment,
especially in soil [111]. Verrucomicrobia are part of the
PVC superphylum, named for its member phyla Plancto-
mycetes, Verrucomicrobia and Chlamydiae, which are dis-
tinct phyla of the domain bacteria proposed initially on
the basis of 16S rRNA gene sequence analysis [112]. These
bacteria are considerable residents in equine caecum,
small colon, rectum and feces with relative abundance
ranging from 10 to 23% [30]. Verrucomicrobia gained
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spectrum of microbiota compared with industrialized countries [104]s

Fig. 2 The anthropogenic impact on horse microbiomes. Microbiomes of non-domesticated horses (left) include a more diverse spectrum of
microbiota compared to those of domesticated horses (right). Beyond age, differences in housing and pasture habits [164], composition of
feeding diets [165, 166], contact with humans, veterinary health care and medication seem to be among the most influencing factors for equine
microbiomes [101]. Interestingly, similar observations are available for the humans, since indigenous populations seem to have a much broader

3
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increasing attention in obesity and metabolic disease re-
search in humans [113, 114]. Akkermansia, a mucin-
degrading genus within the phylum Verrucomicrobia
helps to maintain the integrity of the mucin layer and de-
creases bowel inflammation [115]. In summary, the overall
diversity of the core bacterial community of domesticated
horses seems to be surprisingly low, a fact that was dis-
cussed as a possible reason for the sensitivity of horses to
GIT diseases [28].

Diseases, drugs and feeding are associated with
changes in the equine microbiome

Horses have a sensitive intestinal tract, and exercise [10],
transport and fasting [38] ensure verifiable changes in
the equine microbiome composition. A comprehensive
overview on studies addressing composition and changes
of the equine microbiome in healthy and diseased ani-
mals together with the techniques used by the individual
study group is provided in Additional file 1. Important
findings from these studies addressing major issues of
microbiome research in horses will be explained and
summarized in the following section.

Since an appropriate and balanced diet is essential
for optimal successful degradation of nutrients and
health in Equidae, incorrect feeding might induce dys-
biosis or increases general vulnerability [31, 116].
Dysbiosis in microbiome composition was found to
be associated with horses suffering from enteral disor-
ders [25, 110].

A balanced system of intestinal microorganisms is an
important health value, not surprising an unbalanced en-
teric microbiota could cause colitis [25]. Colitis refers to
an inflammation of the gut mucosa of the large bowel
(cecum and colon) which is either characterized by an
acute or long-term process. Commonly, acute colitis is
characterized by a sudden onset of profuse watery diar-
rhea. The fast and excessive loss of enteric fluids is able
to induce death by dehydration or even hypovolemic
shock [117]. Equine colitis can be triggered by multiple
conditions including bacterial infections, infestation by
parasites or antimicrobial treatment [117-119]. Bacteria-
associated inflammation is commonly associated with
Salmonella species, Clostridioides difficile, Clostridium
perfringens and Neorickettsia risticii (Potomac horse
fever) [120]. Fusobacteria, commonly rare in healthy
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horses, seem to be significantly enriched in case of diar-
rhea and colitis [25, 121]. Additionally, foals with
diarrhea have shown a less rich microbiome compos-
ition in comparison with healthy foals together with
decreased abundances for Lachnospiraceae and Rumi-
nococcaceae [122].

It is difficult to pinpoint a precise cause for gut inflam-
mation since further variables such as age, living space
and individual case history of the horse influence the en-
tire community of residing microbiota [117]. A common
non-infectious cause of colitis in horses is receiving anti-
microbials. Many reports have shown the association be-
tween antimicrobial treatment of horses and colitis [123,
124]. An imbalance of the fragile equine intestinal
microbiota which may lead to bacterial overgrow seems
to be inducible by a lot of antibiotics, including Penicil-
lin [125], Cephalosporins [126] or Fluoroquinolones
[127]. These antimicrobials have been associated with
equine colitis [128], reflected by a significant transform-
ation of the equine microbiome structure after con-
sumption [37]. Costa et al. (2015) reported changes of
equine fecal microbiota induced by trimethoprim-
sulfadiazine, emphasizing a significant decrease of bac-
terial richness and diversity together with a drastic de-
crease of endosymbionts such as Verrucomicrobia [37].
Changes in the equine microbiome composition induced
by antibiotics seemed to be specific for each drug and
might therefore be predictable [37]. It seems to take 25
days to re-build the microbial composition back to indi-
vidual baseline levels, but differences are still detectable
beyond that time [37].

Moreover antimicrobial therapy is among the main
risk factors for Clostridioides difficile associated colitis
and colonization not only in humans but also in horses
and other companion animals like dogs and cats [125,
129, 130]. Disruption of host microbiota homeostasis
with reduction of microbiota density is most likely asso-
ciated with reduced colonization resistance and may also
contribute to a pro-inflammatory host immune response
(131].

Colic is one of the most lethal diagnoses for horses
which only 63% will survive [132]. Besides sand ingestion
and colon displacement [117], further (stress) factors
can be responsible for colic. Changes in feeding routine
are also under suspicion for inducing rapid shifts in
microbiome composition [133] and increased risk for
colic [10, 134]. To identify microbiome changes strongly
associated with colic [135], physiological changes in
microbiomes of healthy horses need to be explored
[106]. At present, there is a lack of data addressing the
role of particular microbiome changes for the develop-
ment of the equine colic syndrome.

Receiving anesthesia seems to be a putative further
factor able to cause changes of the equine microbiome
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structure. Shifts on genus level were reported for horses
under anesthetic for six hours, including an enrichment
of the genera Anaerostipes, Ethanoligenens and Entero-
coccus (Firmicutes) 24 h later, while an enrichment of
Ruminococcus (Firmicutes) was recorded after 48 h.
However, further research is needed to gain more in-
sights into anesthesia and its putative power to induce
shifts within the equine intestinal microbiome.

Rapid proliferation of lactic acid producing bacteria is
a feared consequence of a high starch diets, promoting
lactic acidosis which is often followed by laminitis [136].
Interestingly laminitis was assumed to be associated with
proliferation of streptococci [76], since earlier studies re-
ported co-incidence [137, 138].

Use of probiotics and their effects in horses

Recently, products classified as “probiotics” have reached
the commercial market, not only for humans but also for
horses. In 2001, experts of the World Health Organization
(WHO) and Food and Agriculture Organization of the
United Nations and the WHO (FAO/WHO) provided a
very useful and actual definition of a probiotic: “live strains
of strictly selected microorganisms which, when adminis-
tered in adequate amounts, confer a health benefit on the
host [139, 140]”. In the US, probiotics can either be classi-
fied as a drug needed to gain approval from the Food and
Drug Authority (FDA) or as a feed supplement “generally
regarded as safe (GRAS)” based on information provided
by the producers, so they do not need to go through FDA
approval [141]. In the European Union (EU), probiotics
are regarded as feed additives and gut flora stabilizers for
healthy animals [33]. The EU applies very strict regula-
tions for products labeled as probiotics. Producers need to
prove product identity, safety and efficacy to a scientific
committee. Assessment and approval from the scientific
committee and authorization under EU council regulation
(EC) no. 1831/2003 on additives for use in animal nutri-
tion is needed before market introduction [142]. In 2008,
the EC no. 429/2008 provided detailed rules for the imple-
mentation of regulation 1831/2003. So far, bacteria such
as Lactobacillus, Enterococcus, Bacillus, Streptococcus and
Bifidobacterium are considered as putative beneficial pro-
biotics for horses [141]. Probiotics should be able to sur-
vive the extreme gastric environment, have an
antimicrobial property against pathogens and adhere to
mucus and epithelial cells [143]. Probiotics for horses are
designed to reach and establish themselves in the large
colon, were many diseases occur. A recent study investi-
gated the effects of multi-strain probiotics on the bacterial
microbiota of foals during and after administration [144].
Limited changes were only found concerning relative
abundance of bacterial families, with an enrichment of
Lactobacillus in the probiotic group at week six [144]. Yet,
evidence of probiotic efficiency in horses is weak despite
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