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Zusammenfassung

Auf Grund der groBen Bedeutung von Magendarmkoliken allgemein und der Typhlocolitis im besonderen fur die Pferdepraxis sind Erkennt-
nisse Uber die mit diesen Erkrankungen verbundenen Veranderungen der Darmflora von besonderer klinischer Relevanz. Einen Einblick in
diese Vorgange im Bereich des Zakums zu gewinnen, war Ziel dieser Untersuchungen. Dazu wurde die Zakalflora bei 10 Pferden mit Kolik
bzw. bei 5 Tieren mit Typhlocolitis im Vergleich zur Flora bei 6 gesunden Pferden charakterisiert.

Bei Pferden mit Kolik bzw. Typhlocolitis konnte in Relation zu den Verhéltnissen bei gesunden Pferden als Anzeichen einer bestehenden Dys-
biose eine Vermehrung der aerob kultivierbaren Keime, besonders der Enterobacteriaceae, um ein bis zwei Zehnerpotenzen aufgezeigt wer-
den. Gleichzeitig fiel bei Kolikern der relativ geringe Anteil an gramnegativen Anaerobiern auf, deren Keimzahlen 2 bis 5 Zehnerpotenzen
unter denen bei Pferden mit Typlocolitis lagen. Hauptmerkmal der Dysbiose war aber das Auftreten von Clostridien in hohen Keimzahlen von
ca. Ig 6 Keimen /g Chymus bei der Halfte der Pferde mit Kolik und bei allen Tieren mit Typhlocolitis. Bei den Pferden mit Typhlocolitis wurden
darlber hinaus haufiger verschiedene Clostridienspezies gleichzeitig angezichtet als bei Kolikern. Unter den isolierten Clostridienarten sind
in erster Linie Clostridium (Cl.) perfringens und Cl. difficile als potentiell pathogen zu betrachten. Cl. perfringens war regelmaBig in meist hohen
Keimzahlen von ca. Ig 6 Keimen/g Chymus bei Pferden mit Typhlocolitis nachweisbar. Cl. difficile konnte einmal in hohen Keimzahlen (Ig 6)
und zwei weitere Male in niedrigen Keimmengen (dg 1) bei diesen Pferden gefunden werden. Alle drei Isolate von Cl. difficile erwiesen sich als
Zytotoxinbildner. Cl. difficile-Toxin war auch direkt im Chymus des Pferdes mit einem hohen Keimgehalt dieser Clostridienart nachweisbar.
Der gleichzeitige Nachweis von Cl. difficile sowie Cl. perfringens mit einer Keimzahl von Ig 6,0 bzw. Ig 6,3/g Chymus und Salmonella Typhimu-
rium var. Copenhagen mit einer Keimzahl von Ig 7,2 bei einem Pferd mit hochgradiger akuter ulzerativ-nekrotisierender Typhlitis und mittel-
gradiger erosiver Colitis weist auf mogliche synergistische Effekte verschiedener Keimarten hin.

Schlisselworter: Pferd, Darmflora, Typhlocolitis, Kolik, gesund

Composition of the bacterial flora of the equine cecum and possible implications for the pathogenesis of typhlocolitis

Typhlocolitis is a severe problem in equine practice. It is often a sequel to surgically treated diseases of the gut that in the horse go along with
colic symptoms. Such intestinal diseases as well as typhlocolitis itself are supposedly caused or followed by a disruption of the normal intesti-
nal microflora. This study tries to characterise the alterations concerning the bacterial composition in the caecal contents of 10 horses exhibit-
ing colic symptoms and 5 horses with typhlocolitis as compared to the findings in 6 healthy horses.

Horses with colic symptoms or typhlocolitis showed a 10 to 100-fold rise in aerobically cultured bacteria, especially in Enterbactericeae, com-
pared to healthy animals. Colony counts for gramnegative anaerobes in horses with colic were remarkably low (Ig 4,6 (= 2,0/g) compared to
horses with typhlocolitis (Ig 6,9 (+ 1,9/g). The most prominent finding in comparison to healthy horses, however, was the frequency with that
clostridia were isolated in high numbers from sick horses especially from animals with typhlocolitis. Colony counts for clostridia reached more
than Ig 6/g intestinal contents in 5 horses with colic and in all horse with typhlocolitis while from the 10 healthy horses only Clostridium (CI.) per-
fringens could be cultured once in low numbers of less than Ig 1/g. Isolation rates and species variations for clostridia were highest in patients
with typhlocolitis. Considering the nature of the lesions seen in typhlocolitis the potentially pathogenic species Cl. perfringens and Cl. difficile
are most notable among the isolated clostridia. Cl. perfingens was regularly cultured from horses with typhlocolitis and with the exception of
one animal was detectable in high numbers of approximately Ig 6/g. Cl. difficle was isolated from three horses with typhiocolitis. Colony counts
for this clostridial species were once as high as Ig 6/g and two times below Ig 1/g. All three isolates produced cytotoxin in vitro, while in the ca-
ecal contents toxin was only detectable in the horse with high colony counts. In this animal with necrotising typhlitis and erosive colitis high
numbers of Cl. difficile and Cl. perfringens were cultured at the same time with more than ig 7 colony forming units of Salmonella Typhimurium
var. Copenhagen /g caecal contents.

key words: horse, intestinal bacteria, typhlocolitis, colic, healthy
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Die Zusammensetzung der Z&kalflora des Pferdes

Einleitung

Der Dickdarm der Pferde und hier insbesondere das Za-
kum stellt mit Keimzahlen zwischen Ig 8 und g 10/g Chy-
mus eine riesige mikrobielle Garkammer dar, deren
Stoffwechselaktivitdt ca. 25% des Energiebedarfs des
Pferdes deckt (Argenzio et al. 1974). Die qualitative und
guantitative Zusammensetzung dieser Dickdarmflora
kann nur dann konstant und funktionell intakt bleiben,
wenn sich die Aufnahme, Ansiedlung, Vermehrungs-
und die Ausscheidungsrate der Bakterien im Gleichge-
wicht befinden. Veranderungen dieses als Eubiose be-
zeichneten Gleichgewichts, sogenannte Dysbiosen,
scheinen im Dickdarm ein wichtiger Ausgangspunkt fur
die Entstehung einer Typhlocolitis zu sein (Meyer 1994).
Kolikpatienten andererseits gelten als Risikogruppe fur
die Ausbildung einer Typhlocolitis. In einer Kasuistik der
Tierklinik Hochmoor, die u.a. 55 Patienten mit Typhloco-
litis umfaBt, hatten 54,5% dieser Pferde Vorerkrankun-
gen, die den Dickdarm betrafen und erfahrungsgeman
mit Koliksymptomatik einhergehen. Es handelte sich da-
bei hauptsachlich um Kolonverlagerungen, aber auch
um Zakum- und Kolonobstipationen (Odenkirchen u.
Huskamp 1995). Gerade bei solchen Passagesttrungen
ist sicherlich mit einer Stérung der Eubiose zu rechnen.
Bisher wurden diese Veranderungen der Darmflora
beim Pferd allerdings noch nicht systematisch charakte-
risiert. Die vorliegende Untersuchung versucht deshalb
die im Zusammenhang mit Magendarmkoliken auftre-
tenden Darmfloraveranderungen im Vergleich zur Flora
beim gesunden Pferd zu beschreiben und in Bezug zu
setzen zu den Dysbiosen bei Typhlocolitispatienten, um
ggf. Indikatorkeime fir diese Form der Dysbiose heraus-
zustellen bzw. enteropathogene Bakterienarten zu iden-
tifizieren.

Material und Methoden

Da die pathologischen Veranderungen bei der Typhlo-
colitis vor allem das Zakum betreffen, wurden in die vor-
liegende Arbeit aus Grinden der Vergleichbarkeit nur
Proben von Zakuminhalt einbezogen. Solche Proben
kénnen nur postmortal, bei fistulierten Tieren oder wah-
rend einer Laparatomie entnommen werden. Wegen
dieser Einschrankungen umfaBt diese Studie wie auch
andere aus der Literatur bekannten Untersuchungen
nur wenige Tiere. Gleichzeitig ist aber mit erheblichen in-
dividuellen Schwankungen in der Zusammensetzung
der Darmflora zu rechnen (Meijer-Severs u. van Santen
1986), die nicht statistisch abgeglichen werden kdnnen.
Der EinfluB der Futterung (Kern et al. 1973) kann in
Felduntersuchungen an klinischen Fallen von Kolik oder
Typhlocolitis ebenfalls nicht ausreichend bertcksichtigt
werden.

Sechs der insgesamt 21 untersuchten Proben stammten
von klinisch gesunden Ponies im Alter von 3-6 Jahren.
Die Proben wurden unmittelbar post mortem entnom-
men.

Von Pferden (4-20 Jahre) mit operativ behandelter Ma-
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gendarmkolik kamen 10 Proben zur Untersuchung. Bei
den Tieren handelte es sich um Patienten der Klinik flr
Pferde der Tierarztlichen Hochschule Hannover und der
Tierklinik Hochmoor in Gescher-Hochmoor.

Bei vier der insgesamt funf Proben von Pferden (4-29
Jahre) mit Typhlocolitis konnte die Diagnose bei der pa-
thologisch-anatomischen  Untersuchung abgesichert
werden. Nur eine dieser Proben wurde postmortal ge-
wonnen, wahrend die anderen noch in vivo anlaBlich ei-
ner Laparatomie entnommen wurden. Die Tiere waren
ebenfalls Patienten der genannten Kliniken und wurden
am Institut fir Pathologie der Tierarztlichen Hochschule
Hannover seziert.

Einzelheiten zu Vorerkrankungen und Antibiotikabe-
handlung der Kolik- bzw. Typhlocolitispatienten sind
Tab. 1 zu entnehmen.

Tab. 1: Klinische Diagnose und Antibiotikabehandiung der Kolik- bzw.
Typhlocolitis-Patienten

Clinical history of the horses with colic symptoms and typhlocolitis
Koliker

Diagnose Antibiotika

1 Hernia spatii renolienale Chloramphenicol

2 Kolik, keine Darmverlagerungen oder Enrofloxacin

Strangulationen, Wandédem, Magen mit festem

Inhalt gefiillt
3 Retroflexio coli Enrofloxacin
4 Dinndarmileus Ceftiofur
5 Thrombotisch-embolische Kalik Chloramphenicol
6 Volvulus mesenterialis jejuni, Hernia omentalis Chloramphenicol
7 Retroflexio coli, Plattenepithelkarzinom im Magen Chloramphenicol
8 Lipoma pendulans mit Strangulation des Jejunums Chloramphenicol,
Penicillin-Streptomycin
9 Torsio coli totalis keine

10 Lipoma pendulans mit Strangulation des Diinndarms  keine

Typhlocolitispatienten

Diagnose Antibiotika
1 idiopathische Typhlocolitis keine
2 Retroflexio coli ascendentis, postoperative Penicillin-Streptomycin
Typhlocolitis
Typhlocolitis nach Kastration Ampicillin
idiopathische Typhlocalitis keine

Retroflexio coli und Typhlocalitis Penicillin-Streptomycin

Chloramphenicol

Zur Technik der Probengewinnung und Aufarbeitung
siehe Kropp 1991 (gesunde Pferde) bzw. Grei (1995)
und Verspoh! (1995) (Koliker und Pferde mit Typhlocoli-
tis). Fur alle Z&kumproben wurde die aerob kuitivierbare
Flora vollstandig analysiert. Wahrend die anz(ichtbaren
Anaeraobier in Proben von Pferden mit Kolik oder Typhlo-
coclitis vollstdndig differenziert wurden, fanden bei den
gesunden Ponies nur Laktobazillen und Clostridien Be-
rlcksichtigung. Die Proben von kranken Pferden wur-
den daruber hinaus auf das Vorkommen von Campylo-
bacter spp. untersucht. Die Isolierung und Identifizie-
rung der mikrobiellen Flora erfolgte nach anerkannten
Standardverfahren (vgl. Kropp 1991 bzw. Greif 1995
und Verspoh! 1995).

Neben dem in den meisten Untersuchungen (so auch
hier) bertcksichtigten Chymus, ist die den Darm ausklei-
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Tab. 2: Gesamtkeimzahl (lg/g Chymus) der aerob bzw. anaerob kultivierbaren
Bakterien aus dem Ziakum von gesunden Pferden und Pferden mit Kolik bzw.
Typhlocolitis

Total bacterial colony counts (lg/g chyme) of aerobic and anaerobic bacteria
isolated from the cecum of healthy horses, horses with colic and typhlocolitis,
respectively.

Claudia GreiB et al.

Tab. 4: Weitere gramnegative aerob wachsende Stdbchen und Kokken im
Zakum von gesunden Pferden und Pferden mit Kolik bzw. Typhlocolitis
(Keimzah! Ig/g Chymus und Anzahl der Pferde mit Nachweis der betreffenden
Keimart)

Other Gram-negative, aerobic rods and cocci in the cecum of healthy horses,
horses with colic and typhlocolitis, respectively (bacterial colony counts lg/g
chyme and number of horses from which the respective bacterial species was
isolated).

gesund Kolik Typhlocolitis
n==6 n =10 n=_56
lg/g n lg/g n lg/g n
GKZ* aerob 7.1+0,4 6 7.5+0,7 10 8,3+0,6 5
anaerob n.u.** 7,6+0,8 10 8,5+1,0 5

* GKZ Gesamtkeimzahl
** n.u. nicht untersucht

dende Mukusschicht ein bevorzugter mikrobieller Sied-
lungsort. Diese sogenannte Aufwuchsflora ist in der
Symbiose zwischen Wirt und Bakterien vermutlich von
groBerer Bedeutung als die Lumenflora des Darminhalts
(Savage et al. 1968, Grdtte 1982). Sie ist allerdings nur
schwer zu kultivieren (Grditte 1982).

Es ist darGber hinaus davon auszugehen, daB von den
insgesamt vorhandenen Keimen selbst bei rascher ad-
aquater Probenaufbereitung nur ca. 10%-30% ver-
mehrungsfahig und damit kulturell nachweisbar sind
(Braun et al. 1965, Mackie u. Wilkins 1988).
Keimzahlunterschiede innerhalb einer Zehnerpotenz
oder Logarithmusstufe gelten aus methodischen Grun-
den nicht als wesentlich voneinander verschieden
(Braun et al. 1965).

Sechs Chymusproben von Pferden mit Kolik und alle
funf Proben der Pferde mit Typhlocolitis wurden auf das
Vorhandensein von Cl. difficile-Toxin A und B mittels ei-
nes kommerziellen Enzymimmunoassays (Toxin A und B
EIA, Fa. Rohm Pharma) untersucht. Die isolierten ClI. dif-
ficile-Stamme wurden auBerdem auf ihre Fahigkeit zur

Tab. 3: Enterobacteriaceae im Zakum von gesunden Pferden und Pferden mit
Kolik bzw. Typhlocolitis (Keimzahl Ig/g Chymus und Anzahl der Pferde mit
Nachweis der betreffenden Keimart)

Enterobacteriaceae in the cecum of healthy horses, horses with colic and
typhlocolitis, respectively (bacterial colony counts lg/g chyme and number of
horses from which the respective bacterial species was isolated).

gesund Kolik Typhiocolitis
n==6 n =10 n=25
lg/g n lg/g n lg/g n
Acinetobacter spp.| 3,3+0,8 5 4,2+0,7 3 4,0 1
Agrobacterium - - 6,6 1
spp.
Pseudomonas spp. 3,0 1 5,2+1,6 2 7.0 1
Chryseomonas - 6.3 1 -
spp.
Flavimonas spp. - - 7.0 1
Flavobacterium 4,0 1 6.6 1 -
spp.
Alcaligenes spp. - - 5,5 1
Pasteurella spp. - - 6,5 1
Actinobacillus spp.| 5,3+ 1,0 6 6,0+0,5 2 7.0 1
Neisseria spp. 3.0 1 -

gesund Kolik Typhlocolitis
n==6 n =10 n=>5
lg/g n g/g n lg/g n
Escherichia coli
gesamt| 4,0+1,1 6 5,8+1,2 10 6,0+1,1 5
laktosepositive| 5,0+0,5 6 57+1,2 10 7,2+1,2 5
laktoseverzogerte| 3,0+ 0,7 4 4,1 +0,1 2 58+04 2
laktosenegative| 3,3+0,4 2 4,61+1,1 7 5,0 1
Escherichia 50+0.7 2 -
vulneris
Hafnia spp. 3,8+1,1 4 50+%1,2 3 -
Klebsiella spp. - 5910,6 2
Enterobacter spp. 3,6+0,6 4 3,0 1 8,0 1
Citrobacter spp. 3,5+0,6 2 3,3 1 -

Proteus spp. 53+0,6 3 51+2,1 2
Rettgerella spp. - - 6,7 1
Morganella spp. - - 8,0 1
Providencia spp. - 7.0 1

Salmonellen - - 7,2 1
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Zytotoxinbildung in vitro geprift. Der Toxinnachweis
wurde dabei an Vero-Zellen durchgefuhrt. Die hierbei
angewendeten Methoden sind bei Verspoh/ (1995) aus-
fuhrlich dargestellt.

Ergebnisse

Einen Uberblick Uber die am haufigsten aus dem
Zakuminhalt isolierten Bakterienarten und die dabei auf-
tretenden Keimzahlen geben Tab. 2 bis 6 und 8 bis 11.
Fur Pferde ohne und mit Kolik wurden vergleichbare Ge-
samtkeimzahlen (Tab. 2) bei aerob anzichtbaren Bakte-
rien in der GréBenordnung von Ig 7,1 bzw. Ig 7,5/g Chy-
mus ermittelt. Die Gesamtkeimzahl an Anaerobiern bei
Kolikern lag ebenfalls in diesem Bereich (Ig 7,6/g). So-
wohl fir aerob kultivierbare Bakterien als auch fur Anaer-
obier konnten um ca. eine Zehnerpotenz héhere Keim-
zahlen bei Pferden mit Typhlocolitis bestimmt werden (Ig
8,3 bzw. Ig 8,5/9).

Bei den Enterobacteriaceae (Tab. 3) konnten laktosepo-
sitive Escherichia (E.) coli aus dem Zakuminhalt von Koli-
kern mit Ig 5,7/g nur in geringfugig héheren Keimzahlen
als aus dem Chymus von gesunden Tieren (ig 5,0/g)
nachgewiesen werden. Deutlicher war eine Zunahme an
laktosepositiven E. coli bei Pferden mit Typhlocolitis er-
kennbar, wo im Mittel Ig 7,2 laktosepositive E. coli/g Chy-
mus auftraten. Unter den E. coli-Isolaten war bei Kolikern
einmal und bei Typhlocolitis-Fallen zweimal eine hamoly-
sierende Variante. Laktosenegative Biotypen von E. coli
waren bei den 10 Pferden mit Kolik in einer mittleren
Keimzahl von Ig 4,5/g Darminhalt haufig vertreten. Unter
den weiteren Enterobacteriaceae wurden die meisten
Arten allenfalls vereinzelt isoliert. Am haufigsten kamen
Hafnia spp., Klebsiella spp. und Proteus spp. vor. Nur
bei einem Pferd mit Typhlocolitis konnten Salmonellen
isoliert werden. Bei diesem Tier war Salmonella (S.) Ty-
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Die Zusammensetzung der Zakalflora des Pferdes

phimurium var. Copenhagen in einem Keimgehalt von Ig
7,2/g Zadkuminhalt nachweisbar.

Unter den weiteren gramnegativen Bakterien, die aerob
anzichtbar waren (Tab. 4), konnten unregelmaBig in
Keimzahlen von Ig 3,0-7,0/g Chymus Acinetobacter
spp., Pseudomonas spp., Flavimonas spp., Chryseomo-
nas spp., Agrobacterium spp., Flavobacterium spp., Al-
caligenes spp., Pasteurella spp., Actinobacillus spp. und
Neisseria spp. isoliert werden. Tendenziell waren die
Keimzahlen, mit denen diese Bakterien nachgewiesen
wurden, bei Kolikern und Typhlocolitis-Pferden hoéher als
bei gesunden Tieren. Gleichzeitig war auch die Spezies-
vielfalt bei kranken Pferden groBer.

Fast regelmaBig waren bei Pferden aller drei Gruppen
grampositive, aerobe Kokken und Stabchen zu finden
(Tab. 5). Bei den a- und anhamolysierenden Streptokok-
ken wurden bei kranken Pferden um zwei Zehnerpoten-
zen (g 7,2 bzw. 7,8) hdhere Keimgehalte nachgewiesen
als bei gesunden Ponies (g 5,8/g Chymus). Bei letzteren
wurden allerdings die Streptokkokken nicht von den Ent-
erokokken differenziert, die bei den kranken Pferden im
Durchschnitt mit Keimzahlen von Ig 5,6/g Chymus auf-
traten. Die Keimzahl fur g-hamolysierende Streptokok-
ken nahm bei Kolikern im Vergleich zu gesunden Pfer-
den (Ig 4,0) um zwei Zehnerpotenzen (Ig 6,4) und bei
Typhlocaolitis-Fallen um eine Zehnerpotenz (Ig 5,7) zu. Al-
lerdings wurden die g-hamolysierenden Streptokokken
nicht regelmaBig nachgewiesen, sondern bei den 6 ge-
sunden Ponies viermal, bei den 10 Kolikern dreimal und
bei den 5 Typhlocolitis-Pferden nur zweimal.

Das gleiche Verhalten wie bei den g-hamolysierenden
Streptokokken wurde auch fiir die Keimzahlen von Sta-
phylokokken beobachtet, wahrend Micrococcus spp.

Tab. 5: Grampositive aerobe Kokken und Stdbchen im Zdkum von gesunden
Pferden und Pferden mit Kolik bzw. Typhlocolitis (Keimzahl Ig/g Chymus und
Anzahl der Pferde mit Nachweis der betreffenden Keimart)

Gram-positive, aerobic cocci and rods in the cecum of healthy horses, horses
with colic and typhlocolitis, respectively (bacterial colony counts Ig/g chyme and
number of horses from which the respective bacterial species was isolated).

gesund Kolik Typhlocolitis
n==6 n =10 n=>5
lg/g n lg/g n lg/g
o-/anhém. Sc.* 58+0,9 6 7,2+1,0 9 7,8+0,8 4
spp.
Enterococcus spp. n.d.** 5,7+1,6 9 56+1,6 4
B-hdm Sc.* spp. 4,0£0,9 64+18 |3"| 57x05 | 2°
Staphylococcus 4,0+1,2 6 6,4+0,7 7 54+2,0 4°

spp.

Micrococcus spp. 56+0,9 6 53+1,0 10 7.1+1,0 5

Stomatococcus - 7.0 1
spp.
Coryneforme 4,3+0,6 6 4,3+1,7 3 5,0 1
Keime
Bacillus spp. 1,3+£3,5 4 58+15 9 7,5+2,2 3

* Sc. Streptococcus

** n.d. nicht von a- u. anhdm. Sc. spp. differenziert

* einmal Sc. equi subsp. equi, dreimal Sc. equi subsp. zooepidemicus

* einmal Sc. equi subsp. equi, 2weimal Sc. equi subsp. zooepidemicus

¢ einmal Sc. equi subsp. zooepidemicus, einmal nicht niher zu bestimmende
Spezies

®* je einmal Staph. aureus
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nur bei Pferden mit Typhlocolitis vermehrt nachgewie-
sen wurden (Ig 7,1 gegeniber Ig 5,6 bzw. 5,3).
Coryneforme Bakterien wurden bei kranken Pferden sel-
tener isoliert als bei gesunden. Die Keimzahlen lagen bei
durchschnittlich Ig 4,5/g.

Auffallend war schlieBlich bei den grampositiven aerob
wachsenden Bakterien der Anstieg der Keimzahlen bei
Bacillus spp.. Waren sie bei vier gesunden Pferden mit
einer Keimzahl von durchschnittlich Ig 1,3 + 3,5/g ver-
treten, so wurden bei Kolikern Keimzahlen von Ig 5,8
+ 1,5 /g bei neun Tieren und bei drei Pferden mit Typh-
locolitis Keimzahlen von Ig 7,5 + 2,2/g gefunden.

Bei den Anaerobiern liegen lediglich fur Clostridien und
Laktobazillen Vergleichszahlen fur alle drei Tier-Gruppen
vor.

Clostridien konnten nur bei einem der sechs gesunden
Pferde angezlchtet werden. Es handelte sich dabei um
Clostridium (Cl.) perfringens in einer Keimzah! von <Ig
1/g Chymus. Bei Kolikpatienten gelang der Nachweis
von Clostridien in Direktkultur mit hohen Keimzahlen von
durchschnittlich Ig 6,4 (+ 1,1/g Chymus bei 5 Pferden
(Tab. 6€). Bei drei weiteren Tieren konnten Clostridien
nach Sporenselektion und Anreicherung, d. h. in Keim-
zahlen <lIg 1/g Chymus, isoliert werden. Die angezlch-
teten Clostridienarten sind in Tab. 6 aufgefiihrt. Beson-
ders sei auf die potentiell pathogenen Clostridienspezies
Cl. perfringens und C!. difficile hingewiesen. Cl. perfrin-
gens wurde bei zwei Pferden mit Kolik in hohen Keim-
zahlen (ca. Ig 6) und einmal in geringem Keimgehalt
(<ig 1) zusammen mit Cl. difficile (<Ilg 1) nachgewie-
sen. Cl. perfringens konnte ebenfalls aus dem Zakum-
chymus aller an Typhlocolitis erkrankten Tiere isoliert
werden. Bei vier dieser Tiere lagen die Keimzahlen bei
ca. Ig 6 Keimen /g Chymus und nur bei einem Pferd un-
ter Ig 1/g. AuBerdem wurde ClI. difficile bei einem Typhlo-
colitispatienten mit einer Keimzahl von Ig 6,0/g Chymus
und bei zwei weiteren Tieren in geringem Keimgehalt
<lg 1 angezlchtet. Im Vergleich zu den Pferden mit Ko-
lik konnten bei den Pferden mit Typhlocolitis haufiger
verschiedene Clostridienarten gleichzeitig isoliert wer-
den (Tab. 6). Die durchschnittliche Keimzahl der bei
Typhlocolitispatienten bereits in Direktkultur angeztchte-
ten Clostridienarten lag bei Ig 6,5 + 0,9/g Chymus.
Wahrend bei den drei Cl. difficile-Stammen von Pferden
mit Typhlocaolitis in vitro die Bildung von Zytotoxin de-
monstriert werden konnte, gelang dies bei dem Isolat
des Pferdes mit Kolik nicht (Tab. 7). Der Toxinnachweis
direkt aus dem Chymus war nur bei dem Pferd mit Typh-
locolitis erfolgreich, bei dem CI. difficile mit einer Keim-
zahl von Ig 6,0/g Chymus angezlichtet werden konnte.
Laktobazillen (Tab. 8) konnten bei gesunden und kran-
ken Pferden in vergleichbaren Keimzahlen von ca.
Ig 6/g regelmaBig isoliert werden. Weitere grampositive,
anaerobe, nicht-sporenbildende Stabchen kamen im Z&-
kum bei allen Kolikern und Typhlocolitis-Pferden mit
durchschnittlichen Keimzahlen von Ig 6,2 + 1,3/g vor.
Bei den Kolikern handelte es sich haufig um Actinomy-
ces spp., Propionibacterium spp. und Bifidobacterium
spp. und seltener um Eubacterium spp.. Bifidobacterium
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spp. und Actinomyces spp. waren auch bei den meisten
Pferden mit Typhlocolitis vertreten.

Gramnegative anaerobe Stabchen (Tab. 9), auf deren
Vorkommen nur Zakuminhalt erkrankter Pferde unter-
sucht wurde, waren mit Ausnahme von zwei Pferden mit
Kolik regelmaBig nachweisbar. Die Keimzahlen lagen
bei Typhlocolitis-Pferden (Ig 6,9 + 1,9/g) aligemein ho-
her als bei den Kolikern (4,6 + 2,0 /g). Fusobacterium
spp. waren bei Kolikern in Keimzahlen von durchschnitt-
lich Ig 4,7/g Chymus nachweisbar. Bei Pferden mit Typh-
locolitis ergaben sich Keimzahlen von Ig 6,0/g. Noch
gréBer war der Unterschied bei Bacteroides spp. und
Prevotella spp., deren Keimzahlen bei Pferden mit Kolik
bei Ig 3,6 bzw. 3,8/g lagen, bei Typhlocolitis-Pferden da-
gegen bei lIg 7,4 bzw. Ig 8,2/g. Porphyromonas spp.
wurden nur einmal bei einem Pferd mit Typhlocolitis mit
einer Keimzah! von Ig 7,0/g Chymus nachgewiesen.
Meist konnten mehrere Gattungen mit verschiedenen
Spezies gleichzeitig isoliert werden.

Anaerobe gramnegativen Kokken (Tab. 10) wurden nur
unregelmaBig nachgewiesen. Bei Kolikern wurden Veilo-
nella spp., Megasphera spp. und Acidaminococcus
spp. isoliert, wahrend bei den Tieren mit Typhlocolitis
nur Veilonella spp. vorkamen. Unter den grampositiven
anaeroben Kokken (Tab. 10) waren Sarcina spp. bei Ko-
likern besonders haufig und mit mittleren Keimzahlen
von Ig 6,3/g nachweisbar. Daneben traten bei beiden
Untersuchungsgruppen vereinzelt Gemella spp. und
Peptostreptokokken auf.

Campylobacter spp. konnten bei keinem der Pferde mit
Kolik oder Typhlocolitis angeziichtet werden.

SproBpilze (Candida spp., Trichosporon spp.) und
Schimmelpilze (Aspergillus spp., Geotrichum spp., Mu-
cor spp., Penicillium spp.) konnten bei einzelnen gesun-
den und kranken Tieren in Keimzahlen von <Ig 1,0 bis
Ig 4,1 /g Chymus isoliert werden (Tab. 11).

Diskussion

Auf Grund der schon erwahnten methodischen Schwie-
rigkeiten bei der Gewinnung von geeignetem Proben-
material und bei der Durchfiihrung der aufwendigen
Darmfloraanalyse liegen wenige Angaben in der Litera-
tur zur Darmflora des Pferdes vor. Insbesondere detail-
lierte Analysen beim gesunden Pferd sind spéarlich (Tab.
12). Eine Differenzierung der isolierten Flora erfolgte dar-
Uber hinaus haufig mehr nach stoffwechselphysiologi-
schen Aspekten als nach taxonomischen Kriterien, da
die Mehrzahl der Arbeiten aus Sicht der Tierernahrung
oder Verdauungsphysiologie geschrieben wurden. Bei
erkrankten Pferden fehlen in der gesichteten Literatur
vollstandige Darmfloraanalysen ganzlich, die vorhande-
nen Untersuchungen betreffen jeweils hauptsachlich
spezielle, potentielle pathogene Bakterienarten wie ver-
schiedene Clostridienspezies, Salmonellen und andere
Enterobacteriaceae.

Auf Grund der groBen Bedeutung von Magendarmkoli-
ken allgemein und der Typhlocolitis im besonderen fir
die Pferdepraxis sind Erkenntnisse Uber die mit diesen
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Tab. 6: Clostridien im Z&kum von Pferden mit Kolik bzw. Typhlocolitis (Keimzahl
lg/g Chymus)

Clostridia in the cecum of healthy horses, horses with colic and typhlocolitis,
respectively (bacterial colony counts Ig/g chyme).

Kolik Typhlocolitis
Nr. lg/g Nr. Ig/g
1* - - 1 6,5 |Cl. perfringens
2% 6,7 |CI. perfringens 6,0 |Cl. innocuum
6.3 |Cl butyricum 6,0 |Cl. subterminale
3* - - < 1 |Cl. cadaveris
4 5,0 [CI. fallax < 1 |CI. butyricum
5 < 1 jCl sporogenes < 1 |Cl sp.
6 < 1 |Cl. difficile 2 < 1 |Cl. difficile
< 1 |Cl perfringens 5,0 |Cl. perfringens
< 1 |CI butyricum 6,3 [Cl. butyricum
< 1 |Cl clostridioforme 5,3 |Cl. innocuum
7 6,0 |(Cl. perfringens 6,0 |Cl. ramosum
8 6,0 |ClI. fallax 3 6,0 |Cl. difficile
< 1 |Cl. butyricum 6,3 |Cl. perfringens
< 1 |CL clostridioforme 7.8 |Cl. fallax
9 < 1 |CI. fallax 7,3 |Cl innocuum
10* 8,3 |Cl. fallax 6,3 |[Cl. ramosum
< 1 [Cl butyricum
< 1 |ClL sp.
* Diese Proben wurden nur in Direkt- 4 < 1 [Cl. difficile
kultur, ohne zusétzliche Anreicher- < 1 |CI. perfringens

ungsverfahren untersucht.
Alle Gbrigen Proben wurden in Direkt- 7,0 |CL
kultur und unter Verwendung von Ver-

subterminale

fahren zur Sporenselektion und An- 7.8 |Cl. clostridioforme
reicherung untersucht. 7,8 |Cl. ramosum
< 1 {Cl butyricum
5 5,8 |Cl. perfringens

<1 |CL

baratii

Erkrankungen verbundenen Veranderungen der Darm-
flora und deren Atiopathogenese von besonderer klini-
scher Relevanz. Einen Einblick in diese Vorgange im Be-
reich des Zakums zu gewinnen, war Ziel dieser Untersu-
chungen.

In der vorliegenden Arbeit konnte bei den Pferden mit
Kolik im Vergleich zu gesunden Tieren keine Verande-
rung des aerob kultivierbaren Gesamtkeimgehalts im
Zakuminhalt nachgewiesen werden. Eine Zunahme um
ca. eine Zehnerpotenz war jedoch bei den Pferden mit
Typhlocolitis feststellbar (Tab. 2). Bei Betrachtung der
isolierten Keimgruppen sind jedoch nicht nur bei Pfer-
den mit Typhlocolitis, sondern auch bei Kolikpferden
Verschiebungen in Menge und Verhaltnis erkennbar
(Tab. 3 bis 5). Verschiedene Biotypen von E. coli sind bei
Kolikern besonders stark vertreten, wo auch die Vielfalt
anderer Enterobacteriaceae am gréBten ist. Dies kénnte
im Zusammenhang mit dem weiter unten beschriebenen
geringeren Anteil an gramnegativen anaeroben Stab-
chen stehen. Apperloo-Renkema et al. (1990) und Van
der Waaj u. Van der Waaj (1990) wiesen darauf hin, daB,
je starker die Kolonisationsresistenz durch anaerobe
Keimspezies gepragt ist, desto geringer ist die Anzahl
der im Darm vertretenen unterschiedlichen Biotypen un-
ter den Enterobacteriaceae.

Enterobacteriaceae sowie andere gramnegative aerobe
(Tab. 4) und anaerob wachsende Bakterien (Tab. 9) sind
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bei Omnivoren wie dem Menschen der sogenannten
Faulnisflora im Dickdarm zuzurechnen, die bei pH-Wer-
ten von »6,5 besonders stoffwechselaktiv sind. Die putri-
de Flora kann dabei ihre Energie im Gegensatz zur
grampositiven sogenannten Bifidusflora nicht nur aus
Kohlenhydraten beziehen, sondern auch EiweiBverbin-
dungen verwerten, wie sie insbesondere durch Verdau-
ungssekrete und Zellabschilferungen im Rahmen der
normalen oder gestdrten Regeneration der Darm-
schleimhaut zur Verfigung stehen. Dabei gebildetes
Ammoniak wird bei diesen pH-Werten vom Wirt resor-
biert und muB in der Leber entgiftet werden. Auch
biogene Amine entstehen unter diesen Stoffwechselbe-
dingungen im Darm u. a. auch Histamin, ein Mediator
allergischer Reaktionen, und (-Aminobuttersaure, ein
Ganglienblocker im ZNS (Haenle u. Gritte 1984). Bei
den erkrankten Pferden der vorliegenden Untersuchung
lag der pH des Zakumchymus mit 7,0 bis 8,4 in einem
Bereich, der ahnliche Stoffwechselvorgénge, wie fir den
Menschen beschrieben, erméglichen wirde.

Ein weiterer unglnstiger Effekt der gramnegativen Flora
tritt bei ihrem natUrlichen oder Antibiotika-induzierten
Absterben auf. Dann werden ihre Zellwand-Lipopoly-
saccharide frei, die, wenn sie in ausreichenden Mengen
resorbiert werden, zum Endotoxinschock fuhren kon-
nen. Stérungen der Darmbarriere bei akuter Colitis ge-
hen nachweislich einher mit einem starken Anstieg der
Plasmaendotoxinspiegel (Morris et al. 1986). Das Pferd
scheint gegenuber Endotoxinen, die Fieber, Leukope-
nie, Thrombozytopenie und Schock auslosen kénnen,
sehr empfindlich zu sein (Ward et al. 1986).

Hohe Keimzahlen an grampositiven Milchsaure-produ-
zierenden Bakterien wie Streptokokken/Enterokokken,
aber auch Laktobarzillen und Bifidobakterien als anaer-
obe Vertreteter (Tab. 8) tragen zum normalerweise leicht
saueren pH des Chymus bei und helfen damit zumin-
dest bei Omnivoren, wie oben beschrieben, die Faulnis-
flora zu unterdricken und den von dieser gebildeten
Ammoniak im Darmiumen als Ammonium zu binden, um
ihn fOr ihre eigene EiweiBssynthese zu nutzen. Zahirei-
che weitere glnstige Eigenschaften, insbesondere eine
Erhoéhung der Kolonisationsresistenz gegendber potenti-
ell enteropathogenen Bakterien, werden beschrieben
und fihren zum Einsatz dieser Bakteriengruppe als Pro-
biotika (Fuller et al. 1995). Gesunde und kranke Pferde
wiesen in der vorliegenden Untersuchung gleicherma-
Ben hohe Keimzahlen fur diese Bakteriengruppe auf. Auf
Grund der z. T. starken Zunahme anderer Keimgruppen
konnte bei den kranken Pferden allenfalls ein relativer
Mangel seitens dieser ,grampositiven Schutzflora® vor-
liegen.

Angesichts der starken Zunahme der Keime der Gat-
tung Bacillus (Tab. 5) ist darauf hinzuweisen, daB Vertre-
ter dieser Keimgruppe durch Nitroreduktasen in der
Lage sind, Chloramphenicol zu inaktivieren (Knoke u.
Bernhardt 1986), was ihnen einen Selektionsvorteil ver-
schaffen kénnte bei Tieren, die mit diesem Antibiotikum
vorbehandelt wurden (5 der 10 Kolikpatienten, eines der
5 Pferde mit Typhiocolitis).
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Fur den Bereich der anaerob kultivierbaren Keime feh-
len eigene Vergleichsdaten. In der Literatur sind fur ge-
sunde Pferde mit Weidegang oder Heufltterung anaer-
obe Gesamtkeimzahlen von Ig 8,5 /g (Maczulak et al.
1985) bzw. Ig 8,7 /g (Kern et al. 1974) beschrieben.
Mackie u. Wilkens (1988) geben bei Verwendung eines
nicht-selektiven Blutagars fUr Anaerobier vergleichbare
Werte an (Ig 8,7 /g). In der vorliegenden Arbeit ent-
sprach die Keimzahl bei Pferden mit Typhlocolitis den Li-
teraturangaben (Ig 8,5 /g), bei Kolikern lag sie um eine
Zehnerpotenz niedriger (Ig 7,6 /g) (Tab. 2). Bei Pferden
mit Kolik fiel im Vergleich zu Pferden mit Typhlocolitis der
relativ geringe Anteil an gramnegativen Anaerobiern auf,
die nur durchschnittliche Keimzahlen von Ig 4,6 (2,0 /g
erreichten, wahrend sie bei Pferden mit Typhiocolitis in
Keimmengen von Ig 6,9 ( 1,9 /g nachweisbar waren.
Smith (1965) gibt fur Bacteroides spp. im Zakuminhalt
von drei gesunden Pferden durchschnittliche Keimzah-
len von Ig 5,8 an. Bei den Pferden mit Kolik der vorlie-
genden Untersuchung konnten fir diese Bakteriengat-
tung im Mittel nur Keimzahlen von Ig 3,6 bestimmt wer-
den. Darlber hinaus war die geringere Speziesvielfalt in
der Gruppe der gramnegativen Anaerobier bei Pferden
mit Kolik im Vergleich zu den Pferden mit Typhlocolitis
bemerkenswert, was ebenfalls auf ein eingeschranktes
Vorkommen dieser Bakterien im Z&kuminhalt der Pferde
mit Kolik weist (Tab. 9). Finf der 10 Koliker waren mit
Chloramphenicol vorbehandelt (Tab. 1), gegen das Uber
95% der gramnegative Anaerobier empfindlich sind
(Finegold 1995). Tvede u. Rask-Madsen (1989) beob-
achteten bei Menschen mit rezidivierender CI. difficile-
assozierter Colitis im Gegensatz zu Gesunden aufféllig
reduzierte Keimzahlen bei Bacteroides spp., was sie auf
die vorangegangene Behandlung dieser Patienten mit
Metronidazol zurckfuhrten. Eine Heilung der Patienten
ging einher mit der Re-etablierung normaler Keimzahlen
von Bacteroides spp.. Die Autoren betonen anhand ihrer
Ergebnisse die Bedeutung von Bacteroides spp. im
Rahmen der Kolonisationsresistenz der normalen Darm-
flora. Insofern kdnnten die reduzierten Keimzahlen an
Bacteroides spp. und an anderen gramnegativen Anaer-
obiern, insbesondere bei Kolikern, Teil der Pradispositi-
on dieser Pferde fur die Ausbildung einer Typhlococlitis
sein, die in ihrem Erscheinungsbild und ihrer Atiologie
von einigen Autoren mit der Cl. difficile-assoziierten Coli-
tis des Menschen verglichen wird.

Im Vergleich zum gesunden Pferd waren bei den beiden
anderen Untersuchungsgruppen Clostridien in hohen
Keimzahlen nachweisbar (Tab. 6). Moglicherweise ist
die Keimzahlerhohung bei Clostridien Ausdruck einer
Verschiebung der zellulytischen zu starker proteolytisch-
er Stoffwechselaktivitdt. Wahrend im Z&kum normaler-
weise aufgrund der Bildung flichtiger Fettsauren, be-
sonders von Acetat, weniger von Propionat und Butyrat,
ein schwach saurer pH von 6,7 herrscht (Mackie u. Wil-
kens 1988) lag der pH des Chymus der hier untersuch-
ten Pferde im neutralen bis schwach alkalischen Bereich
(pH 7,0-8,4). Eine solche pH-Verschiebung von normal
6,3 nach 7,6 und eine Abnahme der fllichtigen Fettsau-
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Tab. 7: Keimgehalte (Ig/g) fir Cl. perfringens und Cl. difficile im Zakum, Toxinbiidung von Ci. difficile und Sektionsbetunde

Bacterial colony counts {lg/g) of CI. perfringens and Cl. difficile in the cecum, production of toxin by CI. difficile and necropsy

findings

Claudia GreiB et al.

Tab. 9: Gramnegative, anaerobe Stabchen im Zdkum von gesunden Pferden und
Pferden mit Kolik bzw. Typhlocolitis (Keimzahl Ig/g Chymus und Anzahl der
Pferde mit Nachweis der betreffenden Keimart)

'C" ¢ ';'TC”E C"Tdm‘c”e' i" di"‘,we 'To*i:im N Gram-negative, anaerobic rods in the cecum of healthy horses, horses with colic
periringens | im csktm | oxin Im o ° . z:" and typhlocolitis, respectively (bacterial colony counts Ig/g chyme and number
'm(;;’m lo/e) | Zakuminhalt | isolierten Stamms histologische Befunde of horses from which the respective bacterial species was isolated).
Pferde mit Kolik gesund Kolik Typhlocolitis
Nr. 6 <1 <1 n = 6 n o= 10 n=5
Pferde mit
Typhlo-colitis Ig/g n lg/g n lg/g n
hor.** akute hamorrhagisch- Fusobacterium spp. n.u. ** 4,7+1,9 6 6,0+1,6 5
Nr. 2 5,0 <1 - + nekrotisierende Typhlocolitis
{Kemper 1995) 1-mal 3 2-mal 2 Spp.
hgr. akute ulzerativ- Spp.* 3-mal 1 Sp.
Nr. 3 6.3 6,0 + + nekrotisierende Typhlitis;
mgr.*** akute erosive Colitis 2-mal 2 Spp.
(Kemper 1995) 3-mal 1 Sp.
Nr. 4 <1 <1 T mar. akute
Typhlocolitis (Sektionsbericht) Bacteroides spp. n.u. 3,620 7 7.4+2,2 5
* Das Tier konnte geheilt werden; ** hgr. ige; *** mgr. mi ig 1-mal 4 Spp. 2-mal 4 Spp.

N 1-mal 3 Spp. 1-mal 2 Spp.
ren im Zakumchymus wurde von Deegen et al. (1995) 2-mal 2 Spp. 2-mal 1 Sp.
auch im Zusammenhang mit langeren Hungerperioden 3-mal 1 Sp.
bei gesunden Pferden gesehen. AuBerdem registrierten Prevotella spp. nu. 38223 | 4 | 82+09 | 2
sie erhohte Konzentrationen an Valeriansaure im Chy- 4-mal 1 Sp. 1-mal 2 Spp.
mus des Zakums, was flr einen vermehrten Abbau von 1-mal 1 Sp.
Proteinen durch Clostridien sprechen soll. Zusammen Porphyromonas nu. - 7,0 1
mit anderen Veranderungen betrachten sie diese Befun- spp.

de als moégliche Vorstufen fur Typhlopathien, zumal Koli-
ker und Pferde mit Typhlocolitis haufig inappetent sind
oder im Zusammenhang mit Operationen gefastet ha-
ben.

Die pathogene Bedeutung der auBer CI. perfringens und
Cl. difficile isolierten Clostridienarten ist vermutlich ge-
ring. Cl. ramosum, Cl. butyricum und Cl. clostridioforme
sind allerdings in der Lage, f-Laktamase zu bilden (Fine-
gold 1995), auf deren Bedeutung weiter unten naher
eingegangen wird.

In Zakuminhalt von Typhlocolitispatienten wurde CI. per-
fringens regelmaBig und bis auf eine Ausnahme in ho-
hen Keimzahlen nachgewiesen. Die Bedeutung von Cl.
perfringens und seiner Toxine im Enteropathiegesche-
hen des Pferdes wird in der Literatur unterschiedlich be-
wertet. Diese Clostridienart wird nach Angaben ver-
schiedener Untersucher (Smith 1965, Sinha 1972, Wie-
rup u. Di Pietro 1981, Beckmann et al. 1992) bei gesun-

Tab. 8: Grampositive, anaerobe, nicht-sporenbildende Stibchen im Zikum von
gesunden Pferden und Pferden mit Kolik bzw. Typhlocolitis (Keimzahl Ig/g
Chymus und Anzah! der Pferde mit Nachweis der betreffenden Keimart)

Gram-positive, anaerobic, non-sporeforming rods in the cecum of healthy
horses, horses with colic and typhlocolitis, respectively {bacterial colony counts
ig/g chyme and number of horses from which the respective bacterial species
was isolated).

gesund Kolik Typhlocolitis
n=6 n =10 n=25
lg/g n lg/g n lg/g
Lactobacillus spp. 6,0+1,3 6 6,1+0,8 10 6,7t1,1 4
Actinomyces spp. n.u.* 6,2+0,9 6,7+0,56
Propionibacterium n.u. 6,5+1,1 8 -
spp.
Bifidobacterium n.u. 56+1,6 6 6,6+1,7 4
spp.
Eubacterium spp. n.u. 4,7+2,1 4 5,0 1
Mobiluncus spp. n.u. 5,0 1 -

* n.u. nicht untersucht
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* Haufigkeit und Anzahl verschiedener Spezies (Spp.}
** n.u. nicht untersucht

den Pferden nur unregelmaBig und in geringen Keim-
zahlen (meist < Ig 2/g) im Kot bzw. in Darminhaltspro-
ben nachgewiesen. Von Wierup (1977) wurde anhand
von Untersuchungen an 91 gesunden und 25 erkrank-
ten Pferden der Begriff ,equine intestinal clostridiosis* fur
das Auftreten hoher Keimzahlen von a-Toxin-bildenden
Cl. perfringens Typ A-Keimen im Darm bei katarrhali-
schen bis hamorrhagisch-nekrotisierenden Typhlocoliti-
den gepragt. Eine experimentelle Reproduktion des
Krankheitsbildes durch intragastrale Verabreichung von
Bouillonkulturen mit ca. Ig 9 - Ig 12 Cl. perfringens Typ
A-Keimen gelang Wierup (1977) nicht regelméaBig und
nur in wesentlich abgeschwachter Form. Insbesondere
zeigten die experimentell infizierten Pferde mit Ausnah-
me eines Pferdes, das unmittelbar vor der Infektion hart
gearbeitet worden war, keine Diarrhoe.

Beckmann et al. (1992) infizierten Uber eine Duodenalfi-
stel 4 Ponies mit einem Enterotoxin-bildenden CI. perfrin-
gens-Stamm (Infektionsdosis Ig 12). Nur bei einem die-
ser vier Ponies traten milde klinische Symptome im Sin-
ne von weichbreiigem Kot, abdominalen Unbehagen
und Flatulenz auf. Enterotoxin konnte bei diesem Pony
nicht im Kot nachgewiesen werden. Bei weiteren 36 Kot-
proben von Pferden mit Diarrhoe, die von Beckmann et
al. (1992) hinsichtlich Enterotoxin untersucht wurden,
war nur eine Probe positiv, in der gleichzeitig Cl. perfrin-
gens in einem Keimgehalt von Ig 6,0/g nachgewiesen
werden konnte. Aufgrund ihrer Untersuchungen mes-
sen Beckmann et al. Enterotoxin-bildenden CI. perfrin-
gens-Stammen im Enteropathiegeschehen bei Pferden
nur eine untergeordnete Bedeutung zu.

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung konnten an
potentiellen Virulenzfaktoren bei Cl. perfringens-Isolaten
von Pferden mit Typhlocolitis weder im Vero-Zellkultur-
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test Zytotoxin (Verspoh/ 1995) noch mittels eines kom-
merziellen Kits (Pet-RPLA, Oxoid) Enterotoxin (Verspohl
u. Rohde 1995, unverdéftenlicht) nachgewiesen werden.
Die pathologisch-anatomisch festgestellten Veranderun-
gen am Zakum und Kolon (Kemper 1995), die von erro-
siv/ulcerativ. Uber hamorrhagisch-nekrotisierend bis
diphteroid-nekrotisierend reichen, gleichen jedoch den
Bildern, wie sie bei anderen Tierarten als Folge einer
durch CI. perfringens verursachten nekrotisierenden
Enteritis gefunden werden.

Neben CI. perfringens sprechen einige Untersucher in
Anlehnung an Befunde aus der Humanmedizin Cl. diffi-
cile und seinen beiden Toxinen, dem Enterotoxin und
dem Zytotoxin, eine entscheidende Rolle bei der Entste-
hung der Typhlocolitis zu (Ehrich et al. 1984; Jones et al.
1987, Jones et al. 1988 a und b, Perrin et al. 1993). Beim
Menschen werden vor allem das Bild der pseudo-
membrandsen Colitis, aber auch unspezifische Colitiden
und Durchfalle ohne Colitis ursachlich auf diese Clostri-
dienart zurlickgefuhrt (Bartlett et al. 1978; George et al.
1988; Rolfe 1995).

Cl. difficile kann bei gesunden Pferden nur auBerst sel-
ten im Darmkanal nachgewiesen werden. So gelang
Beier et al. (1994) bei der Untersuchung von 161 Kot
proben gesunder Fohlen im Alter bis zu 12 Monaten nur
einmal die Anzlichtung von Cl. difficile. Jones et al.
(1987) konnten bei 62 adulten gesunden Pferden und
18 Fohlen Cl. difficile im Kot nicht nachweisen. Bei Foh-
len (n = 78) und erwachsenen Pferden (n = 37) mit Diarr-
hoe konnten Beier et al. (1994) dagegen bei 10,3 % bzw.
10,8% der Tiere diese Clostridienart aus den Faeces
isolieren. Dreizehn der 14 Isolate erwiesen sich in vitro
als Toxinbildner. Wahrend die Berichte von Jones et al.
(1987; 1988 a) uber den Nachweis von CI. difficile an
Durchfall erkrankte Fohlen betreffen, beschreiben Perrin
et al. (1993) detailliert einen Fall von Typhlocolitis beim
erwachsenen Pferd, bei dem sie Cl. difficile und sein Zy-
totoxin nachweisen konnten. Bei 3 von 6 Fohlen im Alter
von weniger als 14 Tagen gelang es Jones et al.
(1988 b) durch intragastrale Verabreichung von ca. Ig 9
bis Ig 10 koloniebildenden Einheiten Cl. difficile Darm-

Tab. 11: Pilze im Zakum von gesunden Pferden und Pferden mit Kolik bzw.
Typhlocolitis {Keimzahl Ig/g Chymus und Anzahl der Pferde mit Nachweis der
betreffenden Keimart}

Fungi in the cecum of healthy horses, horses with colic and typhlocolitis,
respectively (bacterial colony counts Ig/g chyme and number of horses from
which the respective bacterial species was isolated).

gesund Kolik Typhlocolitis
n==6 n=10 n=25
lg/g n lg/g n Ig/g n
SproBpilze 2,2+0,8 3 4,1+0,8 2 38125 2
Geotrichum spp. 2,0 2 2,7+0,9 2
weitere < 1,0 4 3,8+1,7 4 3,5+0,7 2
Schimmelpilze

veranderungen bis hin zu Blutungen und Nekrosen zu
reproduzieren. Zwei Fohlen starben innerhalb eines Ta-
ges.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde diese Clostri-
dienart bei drei von funf Typhlocolitispatienten im Zaku-
minhalt, allerdings nur in einem Fall in hoher Keimzahl
(g 6,0), nachgewiesen. Alle drei Tiere zeigten anlaBlich
der Sektion eine nekrotisierende Typhlitis (Tab. 7). Bei
zwei weiteren von Greiff (1995) untersuchten Pferden mit
Typhlocolitis konnte Cl. difficile ebenfalls in hohen Keim-
zahlen von Ig 6,5/g bzw. Ig 7,0/g aus Koloninhalt ange-
zichtet werden. Die pathologisch-anatomischen bzw.
-histologischen Veranderungen bei diesen beiden Tie-
ren wurden von Kemper (1995) als hochgradige sub-
akute ulzerativ-nekrotisierende Typhlocolitis bzw. als mit-
telgradige akute erosive Typhlocolitis beschrieben.
DarUber hinaus war auch aus dem Zakumchymus eines
Pferdes mit Kolik Cl. difficile in Keimzahlen <Ig 1/g nach
Sporenselektion mit Alkohol und Selektivanreicherung
in Cycloserin-Cefoxitin-Fruktose-Taurocholat-Bouillon zu
isolieren. Solch ein geringer Keimgehalt an Cl. difficile
kénnte unter den Bedingungen einer Dysbiose zum
Ausgangspunkt einer endogenen Infektion werden.
Auch fur den Menschen sind jedoch die Faktoren, die

Tab. 12: Keimzahlen im Zdkuminhalt bei gesunden Pferden: Vergleichsdaten aus
der Literatur (zit. n. Kropp 1991)

Bacterial colony counts in the cecum of healthy horses: data from the literature
(according to Kropp 1991)

Tab. 10: Anaerobe Kokken im Zdkum von gesunden Pferden und Pferden mit Kern et al. 1974 Mackie u. Wilkins Maczulak et al.
Kolik bzw. Typhlocolitis {Keimzahl Ig/g Chymus und Anzahl der Pferde mit 1988 1985
Nachweis der betreffenden Keimart) n=+5 n =11 n=2
Anaerobi(;l cocci in 'the cecum of healthy horses, horses with colic and lg/g lg/g iglg
e o e g s oo 1 TS o G | 87
gesund Kolik Typhlocolitis Smith 1965 Sprouse u. Garner 1982
n==6 n =10 n=25 n=3 n==6
lg/g n lg/g n ig/g n g/g lg/g
Veilonella spp. nu* 5,6+0,5 3 5,0 1 Bacillus spp. - 8,6
Megasphera spp. n.u. 6,9+0,8 2 Enterobacteriaceae - 10,7
Acidaminococcus n.u. 55+3,5 2 E. coli / Coliforme 3,7
spp. Streptococcus spp 6,0 9,6
Sarcina spp. n.u. 6,3+1,6 8 6,5+1,0 2 Clostridium spp. - 4,7
Gemella spp. n.u. 6,2+2,6 3 7,325 2 Cl. perfingens nicht isoliert
Peptostreptococcus n.u 4,0 1 8,3+1,1 2 Lactobacillus spp. 5,6 5,3
spp. Bacteroides spp. 5,8

* n.u. nicht untersucht
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solch ein Uberwuchern der Damflora durch Cl. difficile
und die Bildung seiner Toxine erméglichen, noch nicht
ganzlich geklart (Rolfe 1995). in vitro wird ClI. difficile vor
allem durch Laktobarzillen, Enterokokken (Rolfe et al.
1981) und CI. beijernickii (Barclay u. Borriello 1982) an-
tagonisiert. Co-Kultivierung von C!. difficile und Strepto-
coccus parvulus fihrt zu einer Unterdrickung der Toxin-
Bildung durch Cl. difficile, nicht aber zu einer Wachs-
tumsdepression (Yamamoto et al. 1989). Ahnliches be-
obachteten Corthier et al. (1985} in vivo, als sie keimfreie
Mause mit Cl. difficile und E. coli oder Bifidobacterium
bifidum assoziierten, so daB diese Tiere im Gegensatz zu
mit Cl. difficile monoassozierten Mausen Uberlebten. Bei
Hamstern, dem Tiermodell fir die pseudomembrantse
Colitis des Menschen, zeigte Rolfe (1984), daB die An-
siedlung von ClI. difficile im Darm von der Menge und
dem relativen Verhaltnis flichtiger Fettsauren abhangig
ist, die in vitro dosisabhangig bakteriostatisch bis bakte-
rizid auf den Erreger wirken. Die Abnahme flichtiger
Fettsauren im Zakum bei Pferden mit Kolik und Typhlo-
colitis, wie sie aus dem Anstieg des pH geschlossen wer-
den kann (s. 0.), kdnnte in diesem Zusammenhang von
Bedeutung sein. Unter weiteren bei Rolfe (1995) be-
schriebenen Faktoren, die das Uberwuchern der Darm-
flora mit toxigenen ClI. difficile verhindern, sei noch auf
die Besiedlung des Darmes mit atoxischen ClI. difficile-
Stammen hingewiesen (Borrelio u. Barclay 1985). Inso-
fern mUssen Erreger- und Toxinnachweis im Darminhalt
bzw. bei den isolierten Cl. difficile-Stammen zusammen
betrachtet werden. Wahrend die Isolate von Pferden mit
Typhlocolitis im vorliegenden Fall in vitro als Toxinbildner
identifiziert werden konnten, bildete der Stamm aus dem
Pferd mit Kolik kein Zytotoxin (Tab. 7). Direkt im Zaku-
minhalt gelang der Toxinnachweis nur bei dem Typhlo-
colitispatienten, bei dem auch ein hochgradiger Keimge-
halt an toxinbildendem CI. difficile nachweisbar war. Da
der Toxingehalt durch die Aktivitat von Proteasen im
Chymus bei Temperaturen >5° C nimmt (Bowmann u.
Riley 1988), kdnnten geringere Toxinmengen in anderen
Proben allerdings transportbedingt unter die Nachweis-
grenze gefallen sein. Verspoh! (1995) konnte z. B. nur
bei einem der zwei Typhlocolitispatienten, bei denen im
Koloninhalt ebenfalls ein hochgradiger Keimgehalt an
Cl. difficile festgestellt wurde (s. 0., Grei 1995), Cl. dif-
ficile-Toxin im Chymus nachweisen. Die Cl. difficile-Isola-
te von diesen zwei Pferden erwiesen sich in vitro jedoch
beide als Toxinbildner.

Auslésende Faktoren fur die pseudomembrandse Colitis
des Menschen sind in der Regel orale Behandlungen
mit Antibiotika, vor allem Penicilline, Cephalosporine
und Lincosamide, die u. U. auch schon einige Wochen
zurlickliegen kdnnen (Rolfe 1995). Beim Pferd werden
ebenfalls Zusammenhange zwischen Antibiotikatherapie
und der Entstehung einer Typhlocolitis vermutet. In der
vorliegenden Untersuchung waren drei der finf Pferde
mit Typhlocolitis mit Penicillin in Kombination mit Strepto-
mycin bzw. Ampicillin behandelt worden, eines davon
auBerdem mit Chloramphenicol. Dagegen hatte nur ei-
nes der zehn Pferde mit Kolik Penicillin in Kombination
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mit Streptomycin und auBerdem Chloramphenicol erhal-
ten. Der Einsatz von g-Laktam-Antibiotika fuhrt nach Un-
tersuchungen von Steinbakk et al. (1992) zur Induktion
der B-Laktamase-Bildung bei resistenten Bakterienarten
im Darm, die das Enzym in so erheblichen Mengen in
den Chymus abgeben, daB die Wirkung noch im Kot
nachweisbar ist. Unter diesen Bedingungen kénnen
auch primar Penicillin-empfindliche Bakterien proliferie-
ren. Rolfe und Finegold (1983) induzierten im Hamster-
modell eine letal verlaufende ClI. difficile-assoziierte lle-
ocaecitis durch orale Gaben von Ampicillin und beob-
achteten dabei ebenfalls erhéhte p-Laktamase-Kon-
zentrationen im Darm.

Der gleichzeitige Nachweis von Cl. difficile sowie CI. per-
fringens mit einer Keimzahl von Ig 6,0 bzw. ig 6,3/g Chy-
mus und Salmonella Typhimurium var. Copenhagen mit
einer Keimzahl von Ig 7,2 bei einem Pferd mit klinisch
und pathologisch-anatomisch bzw. - histologisch dia-
gnostizierter Typhlocolitis weist auf médgliche synergisti-
sche Effekte verschiedener Keimarten, selbst solcher,
die sonst eher differentialdiagnostisch betrachtet wer-
den, hin. Auch Beier et al. (1994) konnten bei zwei von
12 mit Cl. difficile infizierten Pferden gleichzeitig S. Typhi-
murium var. Copenhagen nachweisen. Mischinfektionen
mit diesen beiden Keimarten sind auch deshalb prinzipi-
ell zu erwarten, da fur beide Erreger ahnliche pradispo-
nierende Faktoren (Klinikmilieu, StreBsituationen beson-
ders durch Vorerkrankungen, Darmfloraveranderungen)
eine Herabsetzung der Kolonisationsresistenz bewirken,
was ihr Haften und ihre Vermehrung vermutlich erst er-
moglicht.

Im Hinblick auf die Veranderungen der Zakalflora bei
Pferden mit Kolik und die Entstehung der Typhlocolitis
lassen sich aus den vorliegenden Untersuchungen fol-
gende SchluBfolgerungen ziehen:

1. Dysbiose: Im Zakuminhalt von Pferden mit Kolik und
noch starker von Pferden mit Typhlocolitis kommt es zu
einer Vermehrung der aerob kultivierbaren Keime, ins-
besondere der Enterobacteriaceae. Gleichzeitig sind bei
Kolikern die Keimzahlen der anzuchtbaren gramnegati-
ven Anaerobier vermindert. Beide Phanomene spre-
chen zumindest beim Menschen fur eine reduzierte Ko-
lonisationsresistenz. Die vermehrt auftretenden gramne-
gativen Keimarten bei Tieren mit Typhlocolitis bergen
das Potential in sich, verstarkt Endotoxine freizusetzen,
auf deren Resorption Pferde sehr empfindlich mit
Schocksymptomen reagieren.  Stoffwechselphysiolo-
gisch bewirken sie zusammen mit den besonders bei
Pferden mit Typhlocolitis stark vermehrten Clostridien im
Zakum eine Verschiebung von einer eher zellulytischen
zu einer mehr proteolytischen Stoffwechsellage. Von Be-
deutung fur die Pathogenese der Typhlocolitis kdnnten
die Auswirkungen dieser Stoffewechsellage im Zakum
auf die Ammoniakbildung und -resorption sowie auf die
Energieversorgung der Darmwand Uber flichtige Fett-
sauren sein.

2. Indikatorkeime: Unter den geschilderten Veranderun-
gen der Darmflora fallt am meisten das Auftreten von
Clostridien in hohen Keimzahlen bei Pferden mit Kolik
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und Typhlocolitis auf, wobei die Speziesvielfalt ange-
zUchteter Clostridien bei Pferden mit Typhlocolitis groBer
ist als bei Kolikern.

3. Enteropathogene Bakterien: Unter den isolierten
Clostridienarten sind in erster Linie Cl. perfringens und
Cl. difficile als potentiell pathogen zu betrachten. Cl. per-
fringens war regelmaBig in meist hohen Keimzahlen bei
Pferden mit Typhlocolitis nachweisbar. Cl. difficile konn-
te einmal in hohen Keimzahlen und zwei weitere Male in
niedriger Keimzahl bei diesen Pferden gefunden wer-
den. Alle drei Isolate von CI. difficile erwiesen sich als Zy-
totoxinbildner. ClI. difficile-Toxin war auch direkt im Chy-
mus des Pferdes mit einem gleichzeitig hohen Keimge-
halt dieser Clostridienart nachweisbar. Vereinzelt ist dar-
Uber hinaus mit der Beteiligung von Salmonellen, insbe-
sondere S. Typhimurium, am Typhlocolitisgeschehen zu
rechnen.
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