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Auch im Jahr 2019 wurden im Rahmen von VETResearch an der Tierarztlichen Fakultat der
LMU Miinchen zahlreiche spannende Forschungsprojekte von Studierenden bearbeitet. In
diesem Jahr haben sich 8 Lehrstuhle aus dem Veterinarwissenschaftlichen Department und
4 Einrichtungen aus dem Zentrum fur Klinische Tiermedizin mit insgesamt 21 Projekten
beteiligt. Bei der Abschlussveranstaltung Ende November 2019 hatten die Studierenden die
Gelegenheit, ihre Projekte Vertretern der Fakultat sowie Kommilitonen in Form eines Vortrags
oder einer Posterprasentation vorzustellen.

Das Programm wird seit 2012 jahrlich angeboten und erfreut sich seither bei den Studierenden
groBer Beliebtheit. Schon wahrend des Studiums haben die Studierenden so die Maglichkeit,
einen Einblick in das wissenschaftliche Arbeiten zu bekommen und sich eigenverantwortlich
mit einer Forschungsfrage auseinanderzusetzen. Neben den praktischen Arbeiten am Tier
bzw. im Labor beinhaltet dies auch die Recherche, Dokumentation, Datenauswertung, Inter-
pretation und schlussendlich die Prasentation der Ergebnisse vor Publikum. Hierbei werden
nicht nur wichtige fachliche Kenntnisse und Fahigkeiten erworben, sondern es konnen
daruber hinaus auch Kontakte geknupft werden, die moglicherweise zu einer Doktorarbeit
oder spateren Kooperationen fuhren.

Fur mich als Betreuerin von mehreren Projekten ist VETResearch eine tolle Gelegenheit,
Projekte mit Studierenden bearbeiten zu kdnnen. Dieses Konzept eignet sich beispielsweise
fur Pilotstudien, die zur Durchfuhrung groBer angelegter Versuche beitragen, oder auch fur
kleinere, in sich abgeschlossene Fragestellungen. Als Betreuer ist man hierbei gefragt, eine
optimale Betreuung mit guter Anleitung und gleichzeitig der Uberlassung von Eigenverant-
wortung zu entwickeln. Es macht Spal8, wenn man den Studierenden die Faszination fur die
eigene Forschung vermitteln kann und merkt, wie ,der Funke tiberspringt”.

Im Namen der Betreuerinnen mochte ich mich bei den Studierenden fiir Ihr Engagement
bei der Durchfiihrung der Projekte bedanken. Ganz besonderer Dank gilt auch den Mitar-
beiterinnen des Studiendekanats unter Leitung von Herrn Prof. Gobel, insbesondere Frau
Dr. Stoll und Frau Dr. Beitz-Radzio, die sich immer hervorragend um die Organisation und
den reibungslosen Ablauf von VETResearch kimmern und die stets als Ansprechpartner zur
Verfugung stehen.

Dr. Linda Boswald

Wissenschaftliche Mitarbeiterin am Lehrstuhl fiir Tiererndhrung und Diétetik




Projekte aus dem Veterinarwissenschaftlichen Department

Nachweis von Salmonella spezifischen IgA-Antikorpern in
Larynxtupferproben von immunisierten Huhnern Leona
Arps <+ Meta-Analyse zum Calcium- und Phosphathaushalt beim
Geflugel Sophie Asanger « Pravalenz von antibiotikaresistenten
Enterobacteriaceae und  Enterococcaceae auf StrauBenfleisch
und -kot Hanna  Julia Geiller . Innervation der
Gelenke an  der  Halswirbelsaule des Pferdes Matilda
Gromeier +  Charakterisierung der Wirkung von Buprenorphin
am Rezeptor Isabel Kersting . Quantitative analysis of
fish behaviour via video monitoring as health indicator in
research systems Dominik von La Roche « Vorkommen von
psychrophilen  Clostridien in  vakuumverpacktem Rindfleisch
aus dem deutschen Handel Richard Lindner + Food Fraud -
falsche Deklaration von Lebensmitteln: Unterscheidung zwischen
Lebergewebe von Kalbern und ausgewachsenen Rindern mittels
MALDI-TOF MS Michelle Muller + Bewertung des toxischen
Potentials von Bacillus thuringiensis lIsolaten Janina Riegg e
Listeria monocytogenes im ,Viable But Not Culturable”
(VBNC)-Stadium — Rekultivierungsversuche zur Verbesserung der
risikoorientierten Diagnostik Anna Sophia Stoll, Nadja Hillig .
Determination of particle size in different laboratory animal diets
Mara-Sophie Struck < Entwicklung einer Multiplex-qPCR fur den
Nachweisvon Verderbserregernin, Gammelfleisch” Judith Wiedemann
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Projekte aus dem Zentrum fiir Klinische Tiermedizin

Entwicklung des Korpergewichts, der Ruckenfettdicke, der
Widerristhohe und des Body Condition Scores bei Kalbern der
Rassen Deutsche Holsteins, Deutsches Fleckvieh sowie deren
Kreuzungen bis zur 4. Lebenswoche unter Berucksichtigung der
Milchaufnahme Verena Buchler < Antimikrobielle Aktivitat von
LAP (Lingual Antimicrobial Peptide) und SLPI (Secretory Leukocyte
Peptidase  Inhibitor)  gegenuber  bovinen  Mastitis-Erregern
Elena Gerdes <« RNA-Gewinnung fur die RT-gPCR aus bovinem
Euterparenchym Franziska Kienzle <+ Verlasslichkeit der Diagnose
einer Bakteriurie bei automatisierter Harnsedimentanalyse bei
Katzen Elisabeth Neubert «  Durchflusszytometrische Analyse
des Milch-Differentialzellbildes in-vivo und post mortem Lisa
Oberberger « IL10 Genexpression in bovinem Euterparenchym:
Abweichung  einer  Kontrollprobe bei der  Durchfuhrung
der RT-qPCR Luise Schmiderer + Einsatz von ovinen und
bovinen ELISA zur genaueren Definition von PAG Verlaufen
sowie einer verlasslicheren Fruhtrachtigkeitsdiagnose beim
Schaf Anne Simoni « Vergleichende Untersuchung der
Kolostrumqualitat beim Schwein mittels Refraktometer und ELISA
Sebastian Sterk ¢ Auswirkung eines Erganzungsfuttermittels
(,Energiekapsel”, Fa. Alfavet) auf die Inzidenz der subklinischen
Ketose bei Kuhen in der Fruhlaktation Verena Weinberg
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Nachweis von Salmonella spezifischen IgA-Antikorpern
in Larynxtupferproben von immunisierten Hihnern

Leona Arps
Arbeitsgruppe Immunologie
Betreuer: Prof. Dr. Bernd Kaspers

Einleitung

Geflugel und Gefligelprodukte sind die wichtigste Quelle fiir Salmonellainfektionen beim
Menschen. Um das Infektionsrisiko zu reduzieren, besteht in vielen Landern der EU, darunter
auch in Deutschland, eine Impfpflicht fir Legehennen. Eingesetzt werden dabei sowohl
Lebendimpfstoffe, als auch Inaktivatimpfstoffe gegen Salmonella enteritidis und Salmonella
typhimurium. Eine immer wiederkehrende Frage ist die nach dem Nachweis des Impferfolgs.

Inaktivatimpfstoffe induzieren eine sehr gute humorale Immunantwort mit der Bildung
hoher Titer an IgY (dem Aquivalent zum IgG der Siugetiere). Allerdings ist die Bedeutung
von IgY-Antikorpern in der Kontrolle von Salmonelleninfektionen umstritten. Hihner ohne
spezifische IgY-Antikorper zeigen keine hohere Belastung nach einer Infektion unter Labor-
bedingungen als Kontrolltiere. Da Salmonellen fakultativ intrazellulare Parasiten sind, spielt
die zellvermittelte Immunantwort bei der Infektion und Impfung die entscheidende Rolle.
Allerdings ist der Nachweis Salmonella spezifischer T-Lymphozyten beim Huhn nur unter
Laborbedingungen moglich. Eine Anwendung unter Produktionsbedingungen ist praktisch
ausgeschlossen.

Da die Immunisierung mit Lebendimpfstoffen oral Uiber das Trinkwasser erfolgt, induziert die
Impfung auch die Bildung von IgA-Antikérpern auf mukosalen Oberflachen. Ziel dieser Arbeit
war es, anhand bereits vorhandener Proben und mit Hilfe eines etablierten ELISA, Salmonella
spezifische IgA-Antikorper, insbesondere in Larynxtupferproben, nachzuweisen, um eine
einfache und kostengunstige Methode zur Untersuchung des Impferfolgs zu etablieren und
anhand von Proben aus dem Feld zu validieren.

Material und Methoden

Legehennen wurden nach dem Schlupf, im Alter von 6 Wochen und in der 16. Lebenswoche
(Impfschema des Herstellers), mit dem Salmonella Lebendimpfstoff VAC E immunisiert.
Blutproben und Larynxtupferproben wurden 2 Wochen nach der letzten Immunisierung
gewonnen. Blutproben wurden in EDTA entnommen und nach Zentrifugation das Plasma
gewonnen und bei -20 °C bis zur Analyse gelagert. Tupfer wurden uber Nacht in Eppendorf-
gefaBen in PBS gelagert und anschlieBend in eine blaue 1 ml Pipettenspitze Uberfihrt. Diese
wurde in ein 5 ml Rohrchen gegeben und bei 1000 x g fir 10 Minuten zentrifugiert, um die
Flussigkeit aus dem Tupfer zu gewinnen.

TMB --> gelb

Diese wurde ebenfalls bis zur Messung MRS
bei -20 °C gelagert.
Probe: IgA
Zur Quantifizierung der Salmonella
spezifischen IgA-Antikorper wurde ein
ELISA verwendet. | : |

Dazu wurden 96-Loch Maxisorbplatten (Fa. Nunc) tiber Nacht mit 100 pl einer Beschichtungs-
Iosung mit 5 pg/ml S. enteritidis LPS (Sigma L7770) in Carbonatpuffer pH 9,6 beschichtet,
anschlieBend gewaschen, mit Magermilchlésung (4 %-ig) blockiert und mit der Probe in
einer 1:10 oder 1:50 Verdunnung fir eine Stunde bei 25 °C inkubiert. Nach erneutem Waschen
wurden die Platten mit einem Ziege anti-Huhn-IgA Peroxidasekonjugat (Bethyl #A30-103P)
in einer 1:5000 Verdunnung fur eine Stunde bei 25 °C inkubiert, erneut gewaschen und mit
einer TMB-Losung entwickelt. Die Farbreaktion wurde in einem ELISA-Reader quantifiziert.

Ergebnisse
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Immunisierte Tiere zeigten zwei Wochen nach der dritten Impfung einen deutlichen Salmo-
nella spezifischen IgA-Titer sowohl im Plasma, als auch in den Tupferproben. Allerdings
reagierten nicht alle Tiere mit einem Titeranstieg. Vielmehr konnten zwei Gruppen, Responder
und Non-Responder, deutlich unterschieden werden.

Zusatzliche Proben wurden im Rahmen von Routineuntersuchungen von Tieren in Produktion
gewonnen. Auch hier konnten 7 und 15 Tage nach der dritten Immunisierung Salmonella
LPS spezifische IgA-Titer nachgewiesen werden. Diese fielen aber Uber den nachfolgenden
Zeitraum rasch ab.



Schlussfolgerung und Ausblick

Das verwendete ELISA-System eignet sich zum Nachweis Salmonella LPS-spezifischer
IgA-Antikorper. Diese konnen sowohl im Plasma, als auch in Larynxtupferproben nachge-
wiesen werden. Unter experimentellen Bedingungen lassen sich zwei Gruppen von Tieren
unterscheiden: Solche, die auf die Impfung mit einer IgA-Antwort reagieren und solche, die
nur schwach oder gar nicht reagieren. Diese Beobachtung konnte auch mit Proben aus dem
Feld bestatigt werden. Hier war der Stichprobenumfang allerdings noch zu gering, um eine
Aussage uber die Anwendbarkeit des Tests zum Nachweis einer erfolgreichen Vakzinierung
unter Feldbedingungen machen zu kénnen.

Wunschenswert ware es daher, die Studie mit einer groReren Zahl an Proben aus unterschied-
lichen Betrieben fortzusetzen.

Personliche Erfahrung

In der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Kaspers habe ich wahrend des VETResearch Projektes
einen guten Einblick in die Arbeitsweise im Labor gewinnen kénnen. Am Anfang wurde ich
in das Labor eingewiesen und mir wurde das Thema meines Projektes erklart. Sein Team
zeigte mir die verschiedenen Gerate und Materialien, die fur mein Projekt notwendig sind und
schon bald konnte ich mit meinem ersten Versuch beginnen. In den ersten Tagen habe ich
das Durchfuhren eines ELISA gelernt. AnschlieBend habe ich ELISAs selbststandig mit den
Tupferproben ausgefihrt.

Wahrend der Zeit im Labor habe ich gelernt, dass die Versuche nicht immer funktionieren und
man oft nur Vermutungen uber die Grinde aufstellen kann. Ich habe nicht nur ein gangiges
immunologisches Verfahren von der praktischen Seite kennengelernt, sondern konnte mir
Themen der Immunologie und Bakteriologie anschaulich erarbeiten, wovon ich auch in der
Prifung profitiert habe. Das abschlieBende Retreat war eine tolle Gelegenheit, die Thematik
und meine Versuchsergebnisse vor einem Fachpublikum vorzustellen, was Uberaus motivie-
rend war und mir SpaR gemacht hat.
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Meta-Analyse zum Calcium- und Phosphathaushalt
beim Geflugel

Sophie Asanger
Lehrstuhl fur Tierernahrung und Diatetik
Betreuerinnen: Dr. Linda Boswald, Prof. Dr. Ellen Kienzle

Wissenschaftlicher Hintergrund

Die Idee dieses VETResearch Projekts entstand aus einer, ebenfalls am Lehrstuhl fir Tierer-
nahrung und Diatetik bearbeiteten, vorangegangenen Meta-Analyse des Calcium- (Ca) und
Phosphorhaushalts (P) bei Saugetieren, deren Resultate eine besonders enge Korrelation der
fakalen Calcium- und Phosphorausscheidung bei Carnivoren aufweisen. Diese Ergebnisse
lassen die Vermutung zu, dass bei Carnivoren eine bedeutendere Ca/P-Regulation Uber den
sog. ,,Bone turnover” als Uber die intestinale Absorption stattfindet. Diese Hypothese weist
Ahnlichkeiten zum bereits bekannten Phinomen des Knochenstoffwechsels der Legehenne
bei der kurzfristigen Bereitstellung von Ca aus den Rohrenknochen fir die Eischalenbildung
auf.

Neben den Ahnlichkeiten der Siugetiere und des Gefliigels spielt auch die Annahme {iber
einen positiven Einfluss auf den Ca/P Einbau in den Knochen als Hydroxylapatit bei einem
ausgewogenen Ca:P Verhaltnis von 2:1 wahrend der intestinalen Absorption eine wichtige
Rolle. Im Wachstum, wie es bei Masthihnern der Fall ist, ist der Knochenaufbau von noch
groBerer Bedeutung, da das Skelett erst aufgebaut und mineralisiert werden muss.

In der Geflugelfutterung spielen wirtschaftliche und 6kologische Aspekte eine Rolle, da vor
allem P nicht im Uberschuss im Futter vorkommen sollte. Es existiert daher viel Forschung um
den Ca- und P-Stoffwechsel bei Mastgefligel und Legehennen, die sich mit der Verwertung
dieser Elemente, der Effekte auf die Tiergesundheit sowie der optimalen Zufuhr im Futter
beschaftigt.

Ziel dieser Studie war es, aus der Literatur moglichst viele Daten Gber Aufnahme, Retention
und Ausscheidung von Ca und P zusammenzutragen und in einer Meta-Analyse mit speziellen
statistischen Verfahren auszuwerten. Eine Arbeitshypothese war, dass beim Huhn grundsatz-
lich eine ahnliche lineare Korrelation zwischen Aufnahme und Ausscheidung von Ca und P
sowie zwischen der Ca- und P-Ausscheidung wie bei Carnivoren zu finden sein misste, da
beim Gefligel der Knochenstoffwechsel einen groen Beitrag in der Regulation leistet.

Material und Methoden

Insgesamt 65 Studien zum Ca- und P-Haushalt von Mastgefligel wurden fur die Metaanalyse,
hauptsachlich Gber die Suchmaschine ,,Google Scholar”, herausgesucht und ausgewertet.

Suchbegriffe waren hier u.a. broiler, laying hen, retention, digestibility, intake, excretion,
calcium, phosphate. Alle Daten wurden zum Vergleichen und Selektieren in einer Microsoft
Excel Tabelle gelistet und die Aufnahme sowie Exkretion der Tiere in die gemeinsame Bezugs-
groRe mg/kg%75 umgerechnet, sodass eine Gegeniiberstellung der Tiere unabhangig vom
Korpergewicht moglich war. Die nutzbaren Ergebnisse wurden in einem Diagramm mittels
einer Regressionsberechnung in Form des modifizierten Lucas Test ausgewertet und im anna-
hernden Vergleich zu den Carnivoren beurteilt. Dazu wurde eine lineare Regression mit der
Ca-Aufnahme als unabhangige Variable (x-Achse) und der Ca-Ausscheidung als abhangige
Variable (y-Achse) erstellt. Weiterhin wurde die Ca-Aufnahme (x) mit der Ca-Retention (y)
sowie die Ca-Retention (x) mit der P-Retention (y) korreliert.

Ergebnisse

Die Resultate in den Diagrammen wurden mittels einer Regressionsanalyse, dem sog. modifi-
zierten Lucas Test, betrachtet. Am Beispiel des Diagramm 1 ,,Calcium Aufnahme vs. Calcium
Exkretion” zeigt die x-Achse die Ca-Aufnahme, die y-Achse die Ca-Exkretion. Dabei zeigt die
Steigung der Geradengleichung ,y=0,56x-12,16" die durchschnittliche Ca-Ausscheidung an.
Somit betrug die Ca-Ausscheidung im Mittel 56 % der Ca-Aufnahme und die daraus resultie-
rende Retention 44 % (100 % - 56 % =44 %).

Bei einer Ca-Aufnahme von 500 mg/kg0.75 und einer mittleren Ca-Ausscheidung von 56 %
betrug die Exkretion 280 mg/kg0.75. Das R2=0,81 wies einen engen Zusammenhang der
Ca-Aufnahme und Ausscheidung uber alle Alters- und Gewichtsgruppen der Broiler hinweg
auf.
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Diagramm 1: Ca-Aufnahme und Ca-Ausscheidung



Die Ca-Retention in Abhangigkeit von der Ca-Aufnahme (Diagramm 2) beschreibt eine
durchschnittliche Retention von 42 % bei einem relativ strengen linearen Zusammenhang
(R2=0,66). Es lieB sich eine mit der Aufnahmemenge steigende Retentionsmenge erkennen,
die auch uber den Bedarf hinaus bestehen blieb.
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Diagramm 2: Ca-Aufnahme und Ca-Retention

Der enge Zusammenhang zwischen der Calciumretention auf die Phosphorretention lasst sich
in Diagramm 3 bei einem hohen Bestimmtheitsmal von 0,79 beschreiben.

Die Regressionsgleichung y=0,61x+61,55 zeigte eine P-Retention von durchschnittlich 61 %
der Ca-Retention. Die Gleichung ergab ein Verhaltnis der Ca-Retention zur P-Retention von
annahernd 1,7:1. Dies ist ahnlich dem Ca:P-Verhaltnis im Knochen mit ca. 2:1. Dieses Ergebnis
gibt einen Hinweis auf die begunstigte Verfugbarkeit und den Einbau in den Knochen der
Mineralien im ausgewogenen Verhaltnis.
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Diagramm 3: Ca-Retention und P-Retention

Diskussion

Die Ca-Exkretion sowie die Ca-Retention waren in den ausgewerteten Daten von Broilern
stark von der Ca-Aufnahme abhangig. Fur beide Beziehungen war die Regression eindeutig
eine lineare Beziehung. Es scheint daher keine nennenswerte Regulation der Retentionsrate
von Ca beim Broiler zu geben. Auch bei einer Ca-Zufuhr Uber dem Bedarf ist die Retention
gleich hoch, was maglicherweise zu einem Auffullen von Ca-Speichern im Korper fuhren
konnte, wie es z.B. bei Legehennen bekannt ist (Knochen als Kurzzeitreservoir von Ca fur die
Eischalenbildung).

Bei den Saugetieren zeigten die Fleischfresser eine sehr enge lineare Korrelation zwischen
Ca-Aufnahme und fakaler Ca-Ausscheidung, was so interpretiert werden kann, dass die
intestinale Ca-Absorption nur in geringem MafRe nach oben oder unten reguliert wird. Die
Vergleichbarkeit dieser Beobachtung mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit bei Broi-
lern ist eingeschrankt, da bei den Saugetieren explizit die fakale Ausscheidung betrachtet
werden konnte und beim Gefligel nur die Exkretion (fakal + renal gemeinsam) bekannt war.
Dennoch kann iiber eine grundlegende Ahnlichkeit der Speziesgruppen spekuliert werden.
AuBerdem befinden sich die Broiler in ihrer kurzen Wachstumsphase, in welcher z.B. Phos-
phor noch andere Rollen im wachsenden Korper einnimmt, wahrend die Daten der Fleisch-
fresser von adulten Tieren im Erhaltungsstoffwechsel stammen.

Es bestand eine enge lineare Korrelation zwischen der Ca-Retention und der P-Retention
beim Broiler. Die beiden Mengenelemente werden in einem relativ konstanten Verhaltnis
von 1,7/1 retiniert. Das Ca:P-Verhaltnis im Knochen ist im Bereich von 2:1, ein recht hohes
Ca-P-Verhaltnis in der Retention ist also sinnvoll fir den Einbau der beiden Elemente in den
Knochen. Wahrend der Mast (Ansatz von Protein und Fett) wird zusatzlich im Gewebe Phos-
phor angesetzt, was erklaren konnte, warum das Ca:P-Verhaltnis der Retention etwas geringer
ist als das im Knochen (etwas mehr P in Relation zu Ca muss fur den Gewebezuwachs retiniert
werden). Neben den bereits beschriebenen Annahmen stellen auch die rasant verlaufenden
Skelettschaden bei chronischem Ca/P-Mangel ein wichtiges Kriterium dar, um die Hypothese
einer starken Regulation durch den ,,Bone turnover” beim Gefliigel und Carnivoren als schnell
verfugbares Speichermedium zu starken.

Fazit

Zusammenfassend spiegeln sich die Ahnlichkeiten der Regulation der Calcium- und Phos-
phor-Homoostase des Geflugels und der Carnivoren auch durch die enge Korrelation in der
Verwertung von Calcium und Phosphor wider.

Es besteht eine enge Korrelation zwischen der Aufnahme, Exkretion und Retention der beiden
Mengenelemente. Auch zeichnet sich eine steigende Aufnahme selbst Uber den Bedarf ab, um
vermutlich die Knochenspeicher wieder aufzufullen. Das Ca:P-Verhaltnis im Knochen und in
der Retention liegt bei annahernd 2:1, was einen Hinweis auf den erleichterten Einbau in den
Knochen bei einem ausgewogenen Ca:P-Verhaltnis gibt.



Als Erganzung zu dieser Meta-Analyse ware es spannend, Daten von Legehennen sammeln
und auswerten zu konnen, um die Besonderheit der Legehennen, z.B. deren Knochenspeicher
und schnelle Mobilisation, fur die Eibildung naher zu beleuchten.
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Personliche Erfahrungen

Mein VETResearch Projekt hat mir nicht nur einen guten Einblick in das wissenschaftliche
Arbeiten, v.a. mit Fachliteratur und Statistik ermdglicht, sondern war auch durchgehend
sehr interessant und hat mir groBe Freude bereitet. Ich habe die Arbeit von Anfang bis Ende
begleiten durfen und die guten Ergebnisse des Projekts haben mich sehr zufriedengestellt.
Diese Erfahrung und das daraus gewonnene Wissen stellen auf jeden Fall eine groRe Berei-
cherung fur meine studentische und berufliche Zukunft dar. Daher kann ich die Teilnahme an
einem VETResearch nur weiterempfehlen.

Ganz herzlich mochte ich mich bei Prof. Dr. Ellen Kienzle und den Mitarbeitern des Lehrstuhls
fur Tierernahrung und Diatetik nicht nur fur viele Anregungen und ldeen bzgl. der Datenaus-
wertung bedanken, sondern auch fur das Zuhoren bei der Generalprobe fur das Retreat.

Ein ganz besonderer Dank geht an Dr. Linda Boswald, welche mich bei meinem Projekt von
Anfang an betreut hat, mich zu jeder Zeit bei Fragen zu meinem VETResearch nach Kraften
unterstutzt hat und selbst Kollegen von Hannover bis nach Siudamerika kontaktierte, um
weitere Datensatze fir meine Arbeit einzuholen.



Pravalenz von antibiotikaresistenten Enterobacteriaceae
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Hintergriinde

Bislang gibt es begrenzte wissenschaftliche Erkenntnisse tber die Lebensmittelsicherheits-
parameter von StrauBenfleisch, die Kontamination mit humanpathogenen Mikroorganismen
und noch weniger bezliglich der Verbreitung von antibiotikaresistenten Keimen auf StraufRen-
produkten [1].

Im Zuge der BSE-Krise verzeichnete der Absatz von StrauRenfleisch eine voriibergehende
Erhohung und machte es bekannter auf dem europaischen Markt [1, 2]. Seine Vermarktung
wird bislang von einer kleinen Gruppe von StrauBenzuichtern kontrolliert [2, 31.

Enterobacteriaceae und Enterococcaceae sind Kommensalen von Mensch und Tier, konnen
jedoch, insbesondere bei immunsupprimierten Patienten, auch an nosokomialen Infektionen
beteiligt sein. Insbesondere die Anzahl an Infektionen mit Vancomycin-resistenten Entero-
coccus faecium (VRE) nimmt in Krankenhdusern in Deutschland zu [4]. Darlber hinaus
verzeichnen deutsche Kliniken einen signifikanten Anstieg an Extended Spectrum Beta-Lakta-
mase (ESBL) bildenden Enterobacteriaceae, bei denen kaum noch alternative Antibiotika
eingesetzt werden konnen [5].

Ziel dieses Projekts war es, zu beurteilen, inwieweit StrauBenfleisch bzw. StrauBenprodukte
ein Risiko fur den Konsumenten darstellen konnen.

Material und Methoden

Wir haben 57 StrauBenfleisch- und 31 Strauenkot-Proben untersucht. Die Untersuchungs-
schritte fur diese StrauBenproben sind in Abbildung 1 des Posters dargestellt.

Die Enterobacteriaceae haben wir zur Anreicherung 24 h in Tryptic-Soja-Bouillon inkubiert
und anschlieBend auf MacConkey-Agar mit Cefotaxime (Mac+; 1 mg/L) selektiv angezichtet.
Die dort gewachsenen, 15 verdachtigen Kolonien wurden mittels MALDI-TOF MS identifi-
ziert und einer weiterfuhrenden Empfindlichkeitsbestimmung mittels Mikrodilutionsplatten
(SENSITITRETM) unterzogen.

Die Enterobacteriaceae-Isolate wurden auf Brilliance™ ESBL-Agar subkultiviert und bei posi-
tivem Wachstum mittels Liofilchem® MIC Test-Strips getestet.

Fur die Anzuchtung der Enterococcaceae wurden die Proben auf Slanetz-Bartely-Agar ausge-
strichen und kultiviert. Daraus haben wir 4 Kolonien mittels MALDI-TOF MS identifizieren
kénnen - wobei es sich ausschlieflich um Enterococcus faecium handelte. Auch diese Kolo-
nien wurden dann auf MHK (minimale Hemmkonzentration)-Platten manuell pipettiert und
auf Resistenzen gegentiber 30 verschiedenen Antibiotika getestet (siehe Tabelle 2).

Ergebnisse

Insgesamt wurden mittels Mac+ 15 Enterobacteriaceae aus Strauenfleisch (n = 57) isoliert.
Darunter u.a. Acinetobacter baumannii, Klebsiella aerogenes, Pantoea septica und Escheri-
chia coli. Im StrauBenkot konnten keine Enterobacteriaceae nachgewiesen werden.

Vierzehn von den 15 isolierten Enterobacteriaceae wuchsen auf Brilliance™ ESBL-Agar.
Keines dieser Isolate wurde mittels ,,MIC Test Strip” als ESBL-Bildner bestatigt. Die Differenz
der Empfindlichkeit der Isolate, zwischen dem Antibiotikum und der Kombination Antibio-
tikum mit Clavulansaure, zeigte nicht die erforderliche =3 Logstufen-Differenz oder sie erwies
sich als nicht bestimmbar, da die MHK-Werte auBerhalb der Referenz lagen.

Die unterschiedlichen Resistenzprofile sind in Tabelle 1 des Posters aufgefuhrt. Alle Isolate
zeigten eine geringere Empfindlichkeit gegenuber Cefoxitin (Cephalosporin 2. Generation)
und eine hohe Empfindlichkeit gegenuber Sulfisoxazol (Sulfonamide) und Tetracyclinen.

Ceftriaxon, Ceftiofur (nur fur den Gebrauch in der Tierarztpraxis zugelassen), Ciprofloxacin
und Nalidixinsaure sind laut der Einstufung der WHO Antibiotika ,,of highest priority”.

Enterococcaceae konnten aus StrauBenkot-Proben (n = 31) angezichtet werden. Vier der
Isolate wurden auf Slanetz-Bartley-Agar kultiviert. Alle vier Isolate zeigten erhohte MHK-Werte
fur Daptomycin und Erythromycin, die tber den von der EUCAST (European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing) gegebenen ECOFF (epidemiologische Cut-off)-Werten
liegen. Dies spricht fur eine mogliche Antibiotika-Resistenz. Daptomycin wurde von der WHO
als Reserveantibiotikum identifiziert.

Schlussfolgerungen

Diese Ergebnisse zeigen, dass StrauBenfleisch ein Vektor fur antibiotikaresistente Entero-
bacteriaceae sein kann. Dagegen wurde der Kot der analysierten Proben als negativ fur
Enterobacteriaceae bewertet. In folgenden Projekten werden weitere genotypische Untersu-
chungen der analysierten Isolate durchgefiihrt, um die Charakterisierung zu vervollstandigen.

Da Enterococcus faecium in StrauBenkot-Proben gefunden wurde, ist beim Schlachtprozess
darauf zu achten, dass es zu keiner Kreuzkontamination mit Kot kommen kann.



Personliche Erfahrungen

Das VETResearch Projekt war fur mich die erste Moglichkeit, wahrend des Studiums wissen-
schaftlich zu arbeiten. Dabei hat mir vor allem die Laborarbeit viel Spall gemacht.

Ich danke meiner Betreuerin Irene Esteban-Cuesta, die das ganze Projekt Uberhaupt moglich
gemacht hat, sowie Philipp Beindorf fur die Beschaffung des Rohmaterials. Fur die tatkraftige
Unterstutzung, insbesondere bei der labordiagnostischen Arbeit an meinem Projekt, mochte
ich mich sehr herzlich bei Verena Hohenester, Johanna Dietz, Barbara Fritz und Sebastian
Schlef bedanken.

Ich habe alle Mitarbeiter des Lehrstuhls als jederzeit sehr hilfsbereit und unterstutzend
kennengelernt, so dass ich mich wahrend des gesamten Projektes dort sehr wohl gefuhlt habe.

Referenzen

[1]1 Korbel, R., Schubert, M., Erhard, M., Wohr, C., Bergmann, S., Ruckschloss, S., Thiel, S., Engelhardt, H.
und Engelhardt, S (2015). ,,Betrachtungen und Empfehlungen zur ArtgemaRen und Tierschutzgerechten
Haltung von StrauBenvégeln in Deutschland.” Tierarztliche Praxis Ausgabe G 43, no. 04: 232-44.

[2] Medina, F. X., und Aguilar, A. (2014). ,,Ostrich Meat: Nutritional, Breeding, and Consumption Aspects.
The Case of Spain.” Journal of Food and Nutrition Research 2, no. 6: 301-05.

[3]1 Thiel, S. (2014). ,Haltung und Erkrankungen von StrauBenvogeln unter besonderer Beriicksichtigung
der Verhaltnisse in Deutschland”. Dissertation LMU Minchen.

[4] Robert Koch Institut, Epidemiologisches Bulletin 29. August 2019/ Nr. 35 ,,Eigenschaften, Haufigkeit
und Verbreitung von Vancomycin-resistenten Enterokokken in Deutschland”.

[5] Petra Gastmeier ,,ESBL-bildende Bakterien — eine Herausforderung fiir die Krankenhaushygiene” aus
BfR Tagungsband des Antibiotikaresistenz in der Lebensmittelkette 11./12.11.2013.

LUDWIG- TIERARZTLICHE FAKULTAT

MAXIMILIANS- | | VETERINARWISSENSCHAFTLICHES DEPARTMENT
UNIVERSITAT .
I_IVIU MUNCHEN LEHRSTUHL FUR LEBENSMITTELSICHERHEIT

Pravalenz von antibiotikaresistenten Enterobacteriaceae und
Enterococcaceae auf StrauRenfleisch und -kot
Hanna Geilller, Irene Esteban-Cuesta, Philipp-Michael Beindorf, Manfred Gareis und Karin Schwaiger

Lehrstuhl fir Lebensmittelsicherheit, Tierdrztliche Fakultat, Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen,
Schénleutnerstr. 8, 85764 OberschleiBheim
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Ergebnisse

Insgesamt wurden mittels Mac+ 15 Enterobacteriaceae aus StrauBenfleisch (n = 57), jedoch keine aus StrauBenkot isoliert. Vierzehn davon wuchsen auf
Brilliance™ ESBL Agar, aber keines dieser Isolate wurde mittels ,MIC Test Strip “ als ESBL-Bildner bestatigt. Alle Isolate zeigten eine geringere
Empfindlichkeit gegentber Cefoxitin (Cephalosporin 2. Generation) und eine hohe Empfindlichkeit gegentiiber Sulfisoxazol (Sulfonamide) und Tetracyclinen
(Tabelle 1). Ceftriaxon, Ceftiofur (nur fir den Gebrauch in der Tierarztpraxis zugelassen), Ciprofloxacin und Nalidixic Acid sind laut der Einstufung der WHO
Antibiotika , of highest priority”.
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Enterococcus (E.) faecium wurde aus vier StrauBenkot-Proben (n= 31) nachgewiesen. Alle 4 Isolate zeigten erhéhte MHK-Werte (Tabelle 2) fiir Daptomycin
und Erythromycin, die iber den von EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) gegebenen ECOFF (epidemiologische cut-off)
-Werten liegen. Dies spricht fiir eine mégliche Antibiotikaresistenz. Daptomycin wurde von der WHO zum Reserveantibiotikum erklart.
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Tab. 2: Erge der isolierten faecium mittels SENSITITRE™ Mikrodilutiosplatten
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CPT: Ceftaroline; AMP: Amipicilin; CHL: Chloramphenicol; AXO: Cefriaxone; DAP: Daptomycin; CU: Clindamycin; GEN: Gentarmicin; LEVO: Levofloxacin; LZD: Linezoli; VAN: Vancomycin; PEN: Penicilin; TLA: Telavancin; MXF: Moxifloxacin; OXAv: Oxacilin +25% NaCl; RF: Rifampin; TGC: Tigecycline; NIT:
Nitrofurantoin; TET: Tetracyclin; ERY: Erthromycin; CP: Cprofloxacin; CEP: Cephalothin; Penicilin; AMI: Amikacin; IV Envofloxacin; POD: Cefpodoxime; FOV:Cefovecin

Schlussfolgerungen

Diese Ergebnisse zeigen, dass StrauBenfleisch ein Vektor fir antibiotikaresistente Enterobacteriaceae sein kann. Dagegen wurde der Kot der
analysierten Proben als negativ fir die Enterobacteriaceae bewertet, wahrend Enterococcus faecium lediglich aus Kot isoliert wurde. In folgenden
Projekten werden weitere genotypische Untersuchungen der analysierten Isolate durchgefiihrt, um die Charakterisierung zu vervollstandigen.
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Einleitung

Haufig treten pathologische Veranderungen im Bereich der Facettengelenke der Halswirbel-
saule von Pferden auf. Diese flihren zu einer reduzierten Beweglichkeit der Halswirbelsaule,
besonders an den kleinen Wirbelgelenken. Dartiber hinaus kann es zu einer Kompression der
Spinalnerven an den Austrittsstellen aus dem Wirbelkanal oder sogar einer Kompression des
Rickenmarks kommen. Die betroffenen Pferde zeigen Storungen von deutlichen Rittigkeits-
problemen bis hin zu Ataxien. In der Praxis leiden betroffene Pferde oft an Bewegungssto-
rungen, die an Lahmheit erinnern, sowie Schmerzen in einer bestimmten GliedmaRe. Dies
fuhrt zu einer drastischen Beeintrachtigung der sport- lichen Leistung und der Lebensqualitat
der betroffenen Pferde.

In der aktuellen Literatur ist noch keine gezielte und umfassende Therapie fur die Schmerz-
haftigkeit der Facettengelenke bekannt. Daher bedarf es einer sehr detaillierten Darstellung
der knochernen Anteile sowie der umgebenden Strukturen dieser Gelenke. Dazu mussen
im funktionellen Zusammenhang die Gelenkstrukturen, einschlieRBlich der vorhanden
Innervation, genau beschrieben werden.

Die sieben Halswirbel weisen, abgesehen von den ersten beiden (Atlas, C1; Axis, C2), die
typischen Fortsatze des Wirbels auf (Abbildung 1, Abbildung 2): beidseits sind die Processus
transversi zu finden mit einem Tuberculum ventrale und dorsale sowie median auf dem
Wirbelbogen der niedrige Processus spinosus. Neben der Verbindung der Wirbelkorper
durch die Zwischenwirbelscheiben (Disci intervertebrales) bilden an den Wirbelbogen die
kranialen und kaudalen Gelenkfortsatze (Proc. articulares crann. und caudd.) aufeinander-
folgender Wirbel ein synoviales Gelenk. Die Facies articularis der Procc. articulares caudales
zeigt nach ventral, die der Procc. articulares craniales nach dorsal. Unmittelbar ventral davon
liegt das Zwischenwirbelloch (Foramen intervertebrale), aus dem der Spinalnerv austritt und
sich in den Ramus dorsalis und ventralis aufzweigt. Direkt ventral davon ziehen A., V. und N.
vertebralis in Langsrichtung der Wirbelsaule durch die aufeinanderfolgenden Querfortsatz-
Iocher (Foramina transversaria).

Methoden und Materialien

Im Rahmen des Projektes wurden zwei Halswirbelsaulen prapariert (1. Haflingerstute, 13 Jahre;
2. Vollblutstute, 24 Jahre). Die Praparation erfolgte nach zwei unterschiedlichen Ansatzen:
Darstellung der Nervi spinales ab der Radix nervi spinalis und Betrachtung der Strukturen in
unmittelbarer Nahe des Gelenkes. Zur Bestatigung des makroskopischen Befundes wurden
mehrere histologische Untersuchungen durchgefiihrt.

In den Abbildungen werden die Halswirbel immer mit ,,C"” abgekirzt und mit der entspre-
chenden Zahl genannt, z. B. erscheint der 5. Halswirbel als , C5".

Dorsal

Cranial

Proc. spinosus

Extremitas caudalis = Extremitas cranialis

- p—
Proc. transverus

For. intervertebrale 7
For. transversarium

Tuberculum dorsale

Tuberculum ventrale

Ventral

Abbildung 1: 3.-5. Halswirbel eines Pferdes (dorsolaterale Ansicht von links)C3 / C4 / C5 - 3.-5. Halswirbel
© Matilda Gromeier
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Abbildung 2: Facettengelenke der Halswirbelsiule eines Pferdes (dorsale Ansicht) C5/C6 — 5. bzw. 6. Halswirbel
© Matilda Gromeier



Ventral Abbildung 3: ‘ ‘ Darstellung der Nervi spinales
f % Austritt des rechten Spinalnerven aus dem Foramen inter- Zunichst wurde der jeweilige Spinalnerv von verschiedenen Foramina intervertebralia aus
vertebrale zwischen 5. und 6. Halswirbel (laterale Ansicht) . .
Die rote Linie markiert die Grenze zwischen den Anteilen verfolgt und dabei versucht, gegebenenfalls einen Gelenkast des Nerven darzustellen. Regel-
des Dorsalastes (unterhalb) und denen des Ventralastes maRig zweigte sich der Nervus spinalis kurz nach dem Austritt aus dem Wirbelkanal in einen
(oberhalb) Ramus dorsalis und ventralis auf (Abbildung 3, Abbildung 4).

© Matilda Gromeier

Betrachtung von Strukturen in unmittelbarer Nihe des Gelenkes

Im zweiten Praparationsansatz wurde direkt an der Gelenkkapsel nach makroskopisch sicht-
baren Nervenasten oder feinen Plexus gesucht. Dazu wurde zunachst der rechte Processus
articularis cranialis von Cé6 mit der oszillierenden Knochensage entfernt. An der auffallig
straffen Gelenkmembran lieBen sich keine Nervenaste makroskopisch darstellen (Abbildung
5).

Dorsal

Cranial

Abbildung 5:

Aufsicht auf die Gelenkfliche des rechten Processus articularis caudalis (C5) (kaudo-ventro-laterale Ansicht) nach
Entfernung des Processus articularis cranialis (Cé, siehe Abbildung 6)
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Abbildung 4:
Austritt des 2.-4. linken Spinalnerven (laterale Ansicht), Darstellung des Nervenplexus im kranialen Abschnitt des Halses
© Matilda Gromeier
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Histologische Untersuchung

Zur Sicherung der makroskopischen Befunden wurden Proben fur die histologische Unter-
suchung von periartikularem Gewebe, von der Gelenkkapsel und von freipraparierten
Nervenasten entnommen, in Paraffin eingebettet und nach GOLDNER gefarbt (Abbildung 7).

Proc. articularis caudalis

Dorsal

Abbildung 6:

Darstellung des Skelettes zur Veranschaulichung der Lage des Processus articularis caudalis in Abbildung 5
(kaudo-ventro-laterale Ansicht)
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Abbildung 7:
Gelenkast (,Ramus articularis ventralis”) des rechten 5. Spinalnerven (Farbung Goldner)

Nachweis von Nervengewebe in den Schnitten aus den ,,Ramus articularis ventralis” (Pfeile)
© PD Dr. Rebecca Kenngott



Ergebnisse und Ausblick

Im Verlauf der Untersuchung wurde der Ramus dorsalis des Spinalnerven zunachst auRerhalb
des Foramen intervertebrale auf Kapselaste untersucht, die direkt vom Zwischenwirbelloch
zum Gelenk ziehen. Zwar verzweigten sich die Rami dorsales stark in teilweise sehr filigrane
Aste, allerdings zog keiner dieser Aste makroskopisch eindeutig zur Gelenkkapsel. So war
zwar an zwei Gelenken (C5/ Cé der ersten untersuchten Halswirbelsaule; C2 / C3 der zweiten
Halswirbelsaule) ein Nervenast darstellbar, welcher jeweils zum Facettengelenk zog, eine
Aufzweigung in die entsprechende Gelenkkapsel war jedoch nicht eindeutig erkennbar.

Nach Abtragen der Gelenkfortsatze und Erweitern des Foramen intervertebrale zwischen C5
/ Cé6 lieB sich ein dunner Ast (ca. 0,7 mm) darstellen, der vom Spinalnervenstamm nach der
Vereinigung der dorsalen und ventralen Spinalnervenwurzel lateral direkt zur Gelenkkapsel
zog. Dieser Ast wurde als ,Ramus articularis ventralis” bezeichnet. Er konnte bei allen unter-
suchten Gelenken der ersten Halswirbelsaule regelmaBig dargestellt werden (Abbildung 8).
An der zweiten Halswirbelsaule waren die beschriebenen Aste ebenfalls darstellbar, allerdings
dort eher schwacher ausgepragt.

' Ventral |

Cranial

Dorsal

Abbildung 8: Darstellung des Spinalnervenaustritts zwischen C4 / C5 rechts.
Im vergréBerten Ausschnitt rechts ist der Ramus articularis ventralis (,Ram. articularis”) zu sehen.
© Matilda Gromeier

Dorsal |

Abbildung 9: Darstellung des Spinalnervenaustritts zwischen C4 / C5 links mit dem Verlauf des Ramus articularis
dorsalis (,Ram. dorsalis”) durch die Anteile der Mm. multifidi zum kaudal folgenden Wirbelgelenk zwischen C5 / Cé.
rot umrandet — kaudaler Gelenkfortsatz C5; griin umrandet — Ramus articularis dorsalis

© Matilda Gromeier

Ein weiterer Praparationsansatz war es, die Verzweigungen von Nervenasten eines Hals-
nerven durch die entsprechenden Muskeln (Mm. multifidi) hindurch zum nachsten Halswirbel
zu verfolgen. Dies konnte bei C5/ 6 und C4 /5 eindeutig dargestellt werden (Abbildung 9). Die
geringe Zahl an nachgewiesenen Nervenasten dorsal ist teils dem Umstand geschuldet, dass
diese feinen Aste makroskopisch auBerordentlich schwierig darstellbar sind.

Zusammenfassend lasst sich folgende Aussage treffen: Fir die dorsolaterale Versorgung ist
mutmaBlich ein zarterer dorsaler Nervenast zustandig, der vom vorzadhligen Spinalnerven
abzweigt, kaudal gerichtet durch die epaxiale Muskulatur hindurch zum Gelenk zieht. Dieser
Ast muss als ,Ramus articularis dorsalis” bezeichnet werden, alleine schon um Verwechs-
lungen zu vermeiden. Der regelmaRig vorkommende, oben als,,Ramus articularis” bezeichnete
Ast, versorgt mutmaRlich vor allem die ventromedialen Anteile der Gelenkkapsel. Demnach ist
dieser Ast als ,,Ramus articularis ventralis” zu bezeichnen.

Letzterer ist fur die Therapieentwicklung bei Gelenkproblemen nicht zielfiihrend. Die schwer
zugangliche Position des Ramus articularis ventralis im Wirbelkanal und seine groBe Nahe
zum Ruckenmark sind z.B. fiir eine lokale Anasthesie hochst riskant fur den Patienten.

Der lateral leichter zugangliche Verlauf des zweiten darstellbaren Nervenastes, Ramus articu-
laris dorsalis (C5 / Cé der ersten untersuchten Halswirbelsaule; C2 / C3 der zweiten Halswir-
belsaule), ist fur einen Therapieansatz mittels Injektion besser geeignet. Jedoch konnte dieser
Nervenast nur bei den genannten Gelenken eindeutig dargestellt werden.

Die Nervenaufzweigungen innerhalb der Muskulatur sind fiir einen moglichen Therapieansatz
momentan noch schwer zu bewerten. Hierzu mussen weiterfuhrende Untersuchungen nach
dem Verlauf des Nervenastes und der Injektionsstelle durchgefiihrt werden.

»



Personliche Erfahrung und Danksagung

Die gesammelten Erfahrung wahrend der Durchfiihrung des Projekts kann man nur, wie sehr
gut im Englischen ausgedriickt, als eye opening einstufen.

Zu Beginn war mein personliches Ziel, meine noch groben Praparierfahigkeiten zu verbes-
sern. Fur die Feinpraparation brauchte es viel Geduld, lange Konzentrationsfahigkeit und eine
gewisse Strategie. Zum Glick war die Neugierde grof8 genug, um nicht zu verzweifeln. Die
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konnten. Dank der vielfaltigen Tatigkeiten habe ich einen ersten Einblick in das wissenschaft-
liche Arbeiten erhalten, was mir sehr gefallen hat. Aktuell bin ich mir noch sicherer geworden,
was meine zukunftige Karriere nach dem Studium betrifft: die Chirurgie. Groe Traume einer
jungen Studentin haben jetzt etwas mehr an Substanz gewonnen.

Der Vortrag, den ich dann zum Projekt gehalten habe, war auch eine grofRe Herausforderung
fir mich. Nicht nur das Gestalten der Prasentation, sondern auch das Erlernen, Befunde effi-
zient mitteilen zu konnen, stellten eine wertvolle Erfahrung fiir meine weitere Ausbildung dar.

Durch die enge Zusammenarbeit mit Frau PD Dr. Kenngott und Herrn Prof. Dr. Maierl habe
ich auch Einblicke in die Arbeit am Lehrstuhl erworben, wodurch mein Respekt fiir alle Mitar-
beiter nur noch mehr gewachsen ist.

Somit bedanke ich mich herzlich fir das Vertrauen, das Frau PD Dr. Kenngott und Herr Prof.
Dr. Maierl in mich gesetzt haben. Auch bin ich dankbar fiir die Unterstiutzung durch die Prapa-
ratoren, besonders Herrn Badebo und Herrn Hecher, und das Team der Histologie. Ich hoffe,
dass meine Leistung fir alle befriedigend war.

Mein erstes Projekt im Rahmen des VETResearch Programmes kann ich als Erfolg ansehen
und hoffe in der Zukunft, weiter in diesem Programm tatig sein zu konnen.



Charakterisierung der Wirkung von Buprenorphin
am Rezeptor

Isabel Kersting
Institut fir Pharmakologie, Toxikologie und Pharmazie
Betreuer: Univ.-Prof. Dr. Hermann Ammer, Dr. Maximilian Muehlhaupt

Einleitung

Unser VETResearch Projekt widmete sich der Wirkung von Buprenorphin am caninen
p-Opioidrezeptor (cMOR). Opioide wie Buprenorphin werden in der Kleintiermedizin haufig
verwendet. Aufgrund ihrer unterschiedlichen Wirkeigenschaften haben diese Wirkstoffe
verschiedene Einsatzgebiete. Fentanyl beispielsweise, ein klassisches, starkes Analgetikum,
wird vor allem zur Behandlung intra- und postoperativer Schmerzen eingesetzt. Buprenorphin
hingegen wirkt nur schwach analgetisch und verstarkt die Wirkung sedativer Analgetika. Es
wird daher zur Behandlung postoperativer Schmerzen und zur Sedation eingesetzt. Interes-
santerweise wirken beide Arzneistoffe Uuber die Bindung am gleichen Rezeptor, dem p-Opi-
oidrezeptor. Der Unterschied, welcher fur die unterschiedlichen Wirkeigenschaften verant-
wortlich ist, liegt in der Art der Aktivierung des Rezeptors. Fentanyl gilt als voller Agonist, das
heiBt, er aktiviert durch seine Bildung die nachgeschaltete Signalkaskade in vollem AusmaR.
Buprenorphin gilt dagegen als partieller Agonist, das heiBt, er ist nur unvollstandig in der
Lage, die nachgeschaltete Signaltransduktion in der Zelle zu aktivieren und einen Effekt
auszulosen. Wie genau diese unvollstandige Signaltransduktion des Buprenorphins aussieht
und wie der klinische Effekt ausgelost wird, ist allerdings noch weitgehend ungeklart und
stellt die grundsatzliche Fragestellung dieses Projektes dar.

Buprenorphin ist ein halbsynthetisches Morphinan, welches aus dem Opium-Alkaloid Thebain
hergestellt wird. In friiheren Studien konnte bereits gezeigt werden, dass es eine sehr hohe
Affinitat zum p-Opioidrezeptor des Hundes besitzt, welche die des Fentanyls sogar noch um
einiges Ubersteigt. Seine intrinsische Aktivitat hingegen ist sehr gering bis kaum nachweisbar.

Um die klinische Wirkung auf Zellebene erklaren zu konnen, haben wir in diesem Projekt
die Regulation des p-Rezeptors des Hundes nach Bindung von Fentanyl und Buprenorphin
vergleichend dargestellt. Bei der Aktivierung von G-Protein gekoppelten Rezeptoren, zu
denen auch der p-Opioidrezeptor zahlt, werden im Zuge der intrazellularen Signalkaskade
Proteinkinasen aktiviert, welche dann den Rezeptor an spezifischen Phosphorylierungsstellen
phosphorylieren. An diesen phosphorylierten Rezeptor binden in der Folge verschiedene regu-
latorische Proteine, die Arrestine. Sie verhindern eine Wiederankopplung des G-Proteins und
bewirken eine Internalisierung, das heil3t, der Rezeptor wird von der Zellmembran entfernt
und ins Zellinnere geschleust. Von Arrestin 3 ist zudem bekannt, dass es weitere Signalkas-
kaden in der Zelle auslost, welche moglicherweise die Wirkung des Liganden beeinflussen.

Experimentelles Vorgehen und Ergebnisse

Im Rahmen dieses Projektes haben wir in einer ersten Versuchsreihe das Phosphorylie-
rungsmuster und in einer zweiten Versuchsreihe die Arrestinbindung naher untersucht,
jeweils nach Buprenorphin- und Fentanylbehandlung, vergleichend zueinander. Wir haben
die Vorgange unter dem Mikroskop an HEK 293 Zellen dargestellt, welche den caninen
p-Opioidrezeptor (cMOR) stabil exprimieren. Um die Vorgange sichtbar machen zu konnen,
haben wir verschiedene Antikorper eingesetzt. In der ersten Versuchsreihe zur Darstellung
des Phosphorylierungsmusters am cMOR, haben wir zunachst an den extrazellular gelegenen
N-Terminus des Rezeptors einen HA-Tag angefugt. Das ist eine spezifische Aminosaure-
sequenz, welche von HA-Antikérpern erkannt und gebunden wird. Uber diesen Antikdrper
konnen alle Rezeptoren der Zelle dargestellt werden, egal ob der Rezeptor reguliert wurde
oder nicht. Zudem kamen zwei Antikorper am intrazellularen C-Terminus zum Einsatz. Dort
befinden sich verschiedene Phosphorylierungsstellen. Der Hund besitzt insgesamt neun, von
denen wir in diesem Projekt zwei naher untersucht haben. Zum einen das Serin 378 und
zum anderen das Serin 398. Das Serin 378 besitzt besondere Relevanz, da in der Literatur
am Rezeptor der Ratte gezeigt werden konnte, dass dieses Serin die Phosphorylierungsstelle
ist, welche in der Kaskade als Erstes phosphoryliert wird und als Schrittmacher wirkt. Das
heillt, sie wird am p-Opioidrezeptor der Ratte nach Aktivierung von jedem Agonisten phos-
phoryliert und stellt somit einen sicheren Marker fur die vorherige Aktivierung des Rezeptors
dar. Die zweite ausgewahlte Phosphorylierungsstelle, das Serin 398, ist von Interesse, da es
sich um die spezifische Phosphorylierungsstelle des cMOR handelt. Durch speziesspezifische
Abweichungen in der Aminosauresequenz des caninen Rezeptors ergibt sich beim Hund diese
zusatzliche Phosphorylierungsstelle im Vergleich zu anderen Tierarten, wie der Ratte. Diese
konnte fur speziesspezifische Besonderheiten der Wirkung des Buprenorphins beim Hund
verantwortlich sein. Sowohl die Antikorper fur die beiden Serine, als auch den HA-Antikorper,
haben wir selbst in Kaninchen hergestellt. Mittels eines sekundaren Anti-Kaninchen-Antikor-
pers, welcher mit dem grun fluoreszierenden Farbstoff FITC gekoppelt ist, lassen sich alle drei
Primarantikorper unter dem Fluoreszenzmikroskop sichtbar machen.

In der zweiten Versuchsreihe zur Darstellung der Arrestinrekrutierung wurden zusatzlich
Arrestin 2 und 3 angefarbt. Um eine Parallelfarbung mit den FITC-gefarbten Rezeptoren
zu ermoglichen, war es notwendig, Anti-Arrestin-Antikorper zuzukaufen, welche aus einer
anderen Tierart als dem Kaninchen gewonnen wurden. Wir haben in den Versuchen Anti-
Arrestin 2 und 3 Antikorper eingesetzt, welche in Mausen produziert wurden, und diese
dann mittels eines mit dem rot fluoreszierenden Farbstoff Rhodamin gekoppelten sekundaren
Anti-Maus-Antikorpers angefarbt.

Beide Versuchsreihen haben wir zunachst grob mit einem Keyence Fluoreszenzmikroskop
und anschlieBend detaillierter mit einem konfokalen Mikroskop ausgewertet. Zur besseren
Orientierung kam noch ein dritter Farbstoff zum Einsatz, der Kernfarbstoff DAPI. Dieser farbt
die Zellkerne der HEK 293 Zellen an, indem er sich in die DNA einlagert. Somit interferiert er
auch nicht mit den beiden uber Antikorper vermittelten Farbungen.



Kriterium zur Auswertung der ersten Versuchsreihe war die Lokalisation der grunen Fluores-
zenzsignale der Anti-S378- und Anti-S398-Antikorper. Ein Fluoreszenzsignal kommt generell
nur nach Phosphorylierung des entsprechenden Serins zustande, das heif3t, ein nicht phos-
phorylierter Rezeptor wird nicht angefarbt. Im Zuge der Regulation stellen sich phospho-
rylierte und internalisierte Rezeptoren als fokal im Zytoplasma gebuindelte Fluoreszenzsignale
dar, denn von der Zellmembran entfernte inaktive Rezeptoren lagern sich typischerweise im
Zytoplasma in Vesikeln zusammen.

Zellen mit angefarbtem Serin 378 stellten sich in unseren Versuchen wie folgt dar: Sowohl
bei unbehandelten Zellen, als auch bei Zellen, welche jeweils eine Stunde mit Buprenorphin
oder Fentanyl behandelt wurden, waren fokal gebundelte Fluoreszenzsignale im Zytoplasma
erkennbar, welche eine Phosphorylierung und Internalisierung des Rezeptors anzeigen. Das
Serin 378 scheint somit beim Hund basal phosphoryliert zu sein. Liganden wie Buprenorphin
oder Fentanyl haben daher auch keinen weiteren Effekt mehr auf die Phosphorylierung dieser
Aminosaure.

Zellen mit angefarbtem Serin 398 verhielten sich anders. An unbehandelten Zellen waren
kaum Fluoreszenzsignale nachweisbar. Das spricht fur das Vorhandensein von aktiven,
unphosphorylierten Rezeptoren, welche wir ohne Behandlung mit Liganden auch erwartet
hatten. Nach jeweils einstundiger Fentanyl- oder Buprenorphinbehandlung zeigten sich
typische fokal gebundelte Fluoreszenzsignale aus dem Zytoplasma, wie sie auch beim Serin
378 zu beobachten waren. Wir konnten dabei keinen Unterschied zwischen Fentanyl- und
Buprenorphin-behandelten Zellen feststellen. Das Serin 398 scheint sich also wie eine klas-
sische Phosphorylierungsstelle zu verhalten, im Grundzustand liegt sie im nicht phospho-
rylierten Zustand vor und wird nach Ligandenbindung im Zuge der Regulation des Rezeptors
phosphoryliert (Abbildung 1).

Kontrolle 1h Fentanyl

1h Buprenorphin

@pS378

@pS398

Abbildung 1: Darstellung der Rezeptorphosphorylierung an den Phosphorylierungsstellen S378 und S398 des
cMOR mittels Immunzytochemie.

Kriterium fiir die Auswertung der zweiten Versuchsreihe war die Uberlagerung griiner und
roter Fluoreszenzsignale. Ist das Arrestin an den phosphorylierten Rezeptor gebunden, so
uberlagern sich das grune Signal des HA-Antikorpers, welches den Rezeptor markiert, und
das rote Signal des Anti-Arrestin 2 bzw. Arrestin 3 Antikorpers zu einem gelben Signal.

1h Fentanyl

1h Buprenorphin

Rezeptor  Arrestin 2 Uberlagerung Rezeptor Arrestin 2 Uberlagerung

Rezeptor Arrestin 3 Uberlagerung Rezeptor Arrestin 3 Uberlagerung

Abbildung 2: Darstellung der Rekrutierung von Arrestin 2 und 3 durch Fentanyl und Buprenorphin im konfokalen
Mikroskop.

Bei Zellen mit angefarbtem Arrestin 2 waren sowohl nach einstiindiger Buprenorphin- als
auch nach einstundiger Fentanylbehandlung keine gelben Fluoreszenzsignale nachweisbar.
Grine und rote Signale lagen nebeneinander verteilt im Zytoplasma der Zellen, was darauf
schlieBen lasst, dass Arrestin 2 im Zuge der Internalisierung nicht von den Rezeptoren rekru-
tiert wird, sondern weiter ungebunden im Zytoplasma liegt.

Zellen mit angefarbtem Arrestin 3 stellten sich nach entsprechender Buprenorphinbehand-
lung ebenso dar. Wir konnten auch hier keine gelben Fluoreszenzsignale nachweisen. Nach
einstiindiger Fentanylbehandlung hingegen waren deutliche gelb fluoreszierende Signale
erkennbar (Abbildung 2). Fentanyl scheint durch seine Bildung also Arrestin 3 zu rekrutieren,
dies entspricht den Untersuchungen am Rezeptor der Ratte.

Zusammenfassung

Wir konnten somit feststellen, dass weder das Phosphorylierungsmuster der beiden von uns
untersuchten Phosphorylierungsstellen noch die Rekrutierung von Arrestin 2 oder 3 die klini-
sche Wirkung von Buprenorphin erklaren konnen. Die Phosphorylierungsstelle S378 scheint
beim Hund basal phosphoryliert zu sein, daher kann Buprenorphin hier keinen nachweis-
baren Effekt ausuben. An der Phosphorylierungsstelle S398 ist zwar eine Phosphorylierung
nach Bindung von Buprenorphin am Rezeptor nachweisbar, die aber keine Rekrutierung der
Arrestine auslost. Buprenorphin ist also im Gegensatz zu Fentanyl nicht in der Lage, alle



Schritte der Regulationskaskade des Rezeptors auszulosen. Es stellt sich die Frage, ob die
durch Buprenorphin phosphorylierten Rezeptoren nach Phosphorylierung inaktiv sind oder
weiterhin aktivierbar in der Zellmembran vorliegen.

Personliche Einschatzung

Mir hat das VETResearch Projekt sehr viel Spall gemacht. Es hat mir die Moglichkeit geboten,
mich mit einem Themengebiet, welches mich interessiert, selbst intensiver wissenschaftlich
zu beschaftigen. Besonders interessant fand ich zu sehen, wie man von einer aus der Praxis
hervorgehenden wissenschaftlichen Fragestellung uber Grundlagenforschung auf Zellebene
zu klinisch relevanten Ergebnissen kommen kann, also zu sehen und zu verstehen, wie man
mit bunten Zellfarbungen unter dem Mikroskop klinische Wirkungen am lebenden Tier
erklaren kann. Das war sehr spannend und ich habe mich in der Arbeitsgruppe sehr wohl und
gut betreut gefuhlt. Daher wurde ich VETResearch auf jeden Fall auch an andere Studenten
weiterempfehlen. Solche studentischen Forschungsprojekte bieten meiner Meinung nach
eine tolle Moglichkeit fur Studierende, einen Einblick zu bekommen, wie es ist, an einer
wissenschaftlichen Fragestellung zu arbeiten, vor allem fur Studenten, die noch dariber
nachdenken, ob sie eine Doktorarbeit schreiben wollen oder nicht. Man wird Uber Tatigkeiten,
die man z.B. in einem Praktikum sehen wurde, hinaus involviert und bekommt einen guten
Einblick in den Gesamtablauf von der wissenschaftlichen Fragestellung bis hin zur Prasenta-
tion der Ergebnisse. Auch die Abschlussprasentationen im Rahmen des VETResearch Retreats
haben mir gut gefallen. So bekommt man als Student einen kleinen Uberblick tiber die vielen
verschiedene Themengebiete, die von der Fakultat als wissenschaftliche Arbeiten angeboten
werden.
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Lehre@VETResearch fur die finanzielle Unterstutzung und die wiederholte Moglichkeit,
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Quantitative analysis of fish behaviour via video
monitoring as health indicator in research systems
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Lehrstuhl fiir Fischkrankheiten und Fischereibiologie
Betreuer: Univ.-Prof. Dusan Pali¢

Einleitung

Die Beobachtung des Verhaltens von Fischen ist ein integraler Bestandteil der klinischen
Untersuchung. Sie ist die meist genutzte nicht-invasive Technik, um den Gesundheits- und
Allgemeinzustand von Fischen zu beurteilen.

Solche Beobachtungen werden normalerweise von geschultem oder anderweitig qualifi-
ziertem Personal durchgefiihrt; sie beinhalten die visuelle Uberpriifung der Fische und das
Festhalten der Ergebnisse in schriftlicher Form. Allerdings kann diese direkte Form der
Interaktion zwischen Mensch und nicht-domestizierten Tieren Verhaltensmuster zu einem
gewissen Grad verandern. Daher ist eine Maoglichkeit, diese Interaktionen zu minimieren vor
allem in Versuchstierhaltungen notig, da die Tiere dort moglicherweise zusatzlichem Stress
ausgesetzt sind. Mit den Fortschritten in der Videouberwachungstechnik und im Bereich der
Bewegungserkennung/-analyse durch Software, versuchen wir den Tier-Mensch-Kontakt auf
ein Minimum zu reduzieren, indem wir direkte visuelle Kontrollen durch Menschen mit einem
verlasslichen und finanziell tragbaren Videouberwachungssystem ersetzen.

Um dieses Ziel zu erreichen, haben wir eine Kombination aus kostenglinstigen Bestandteilen
und Software auf dem aktuellen Stand der Technik benutzt, um verlasslich Fischbewegungen
zu detektieren und automatisch Daten zu sammeln.1

Methodik und experimentelles Setup

Sechs 50-Liter-Glasbecken wurden mit je einer
Kamera (TechNet C018 Full HS) im Abstand
von 40 cm ausgestattet. Die Kontrolle/Steue-
rung der Kameras erfolgte tiber Raspberry-Pi 3
Minicomputer per USB-Verbindung (= VSS
video surveillance System).

Zwei VSS wurden per Switch (TP-Link
TL-SG105) mit dem Intranet der Einrichtung
verbunden. Uber sie wurden Bilder gesam-
melt und auf einem auf unsere Bedurfnisse
angepassten Server gespeichert, um diese im
weiteren Verlauf zu analysieren.

Der Server ist mit einer Festplatte mit hoher Kapazitat (8 TB) ausgestatttet und einem Stan-
dardprozessor. Diese sind in einem platzsparenden Gehause verbaut. Fur die Aufnahme von
Bildern wurde ein Programm in C++ geschrieben, dessen Hauptaufgabe es ist, uber vorspezi-
fizierte Zeitraume, Bilderserien von einzelnen Aquarien zu erstellen. Die Einzelbilder werden
dann von den Mini-Computern (Raspberry-Pi) Uber das Intranet mit einem Zeitstempel auf
dem Server gespeichert. Fur die Positionsbestimmung, Klassifikation und Erkennung der
Fische und deren Bewegungen wird ein Mask R-CNN framework fur kunstliche Intelligenzen,
wie vorgestellt von He, Kaiming?2 verwendet. Das framework wird in einem Python Skript in
Intervallen aufgerufen und ubernimmt die Segmentierung sowie die Positionsbestimmung
der Fische. Der Server bietet die Grundvoraussetzungen um eine solche kiinstliche Intelligenz
zu trainieren und um die Klassifizierung durchzufuhren.

Die Becken wurden fur Test- und Filmaufnahmen mit je 6 adulten Zebrafischen (Danio rerio)
aus dem Bestand des Lehrstuhls besetzt.

Weiterer Ausblick/Diskussion

Weitere Schritte sind, dass das VSS in das bestehende Uberwachungssystem des Lehrstuhls
und somit die routinemiRige Uberpriifung des Gesundheitsstatus integriert wird mit dem
Ziel, eine 24/7 Uberwachung der Bewegungsablidufe zu ermdglichen. Das VSS soll dann
Bewegungen, die nicht der zuvor dem System antrainierten Norm entsprechen, erkennen und
melden, um so ein moglichst frihzeitiges Einschreiten des Pflegepersonals zu ermoglichen.
Nachdem immer mehr verschiedene Fischarten in der Forschung eingesetzt werden, sind
Themen wie Enrichment und dessen Einfluss auf Verhalten und Wohlergehen auch im Fisch-
bereich ein zunehmend wichtigeres Thema.3

Die Studie von Brydges und Braithwaite zeigt, dass Environmental Enrichment keinen Einfluss
auf das Verhalten bei Gasterosteus aculeatus zeigt, wahrend andere Publikationen (Kadry und
Barreto®) reduziertes Aggressionsverhalten bei Geophagus brasiliensis durch Environmental
Enrichment zeigen.

Daher sehen wir einen eindeutigen Bedarf an weiterer Forschung zu dieser Thematik bei
verschiedenen in Versuchstierhaltung gehaltenen Fischspezies.

Ein wirtschaftliches und nutzerfreundliches Uberwachungssystem, wie das von uns entwi-
ckelte, kann hier einen weit groReren Nutzen zeigen als die reine Gesundheitsiberwachung.
Ein mogliches weiteres Einsatzgebiet ware die Analyse von Fischverhalten/-bewegungen in
verschieden eingerichteten Becken, um den Tieren moglichst optimale Haltungsbedingungen
zu ermaoglichen.

Im weiteren Verlauf unserer Studie werden auch verschiedene Enrichm_entmaterialien (Kunst-
pflanzen, Hohlen etc.) hinsichtlich einer moglichen Beeinflussung des Uberwachungssystems
untersucht.
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Introduction
Commonly used approach to assess fish health and welfare status in research
facilities is based on visual inspection of the fish by trained qualified personnel.
Such direct contact may interfere with both normal and abnormal behaviour
patterns, reducing likelihood of observing potential problems.

erefore, in animal testing facilities where testing subjects may be exposed to
additional stress, it is likely beneficial to investigate alternative observational
techniques to reduce interference of human observers to a minimum. To

this goal, a ion of low-cost parts and state of the art

'machine learning technology is used ta reliably track fish movements and
automatically assess collected behavioral data®.

Materials

+ Three 50 L glass tanks were equipped with cameras (one camera per tank)
which are c lled via berry-Pi 3 mini s (shortly: video
surveillance system, VSS).

+ Two identical VSSs were connected via a switch to facility intranet and
collected images were stored for further processing on a customized server.

+ The server is equipped with a high capacity storage drive and a standard
processor fit into a small form factor case.

+ For automatic image acquisition, application software was written in C++ to
record bursts of images and save them on the server.
For identification and tracking of fish movement the Mask R-CNN framework
as introduced by He, Kaiming et al? was implemented in a Python script to
segment images and extract the position of fish.
This artificial intelligence supported approach of video surveillance ((V)Al) is
more accurate than traditional random forest detections.

Discussions/further steps
Further steps are to incorporate the surveillance system in routine monitoring
of fish health status in the research facility and allow 24/7 behavioural
monitoring. With different fish species becoming popular as research subjects,
environmental enrichment and its influence on behaviour and welfare of the
ishes is becoming a topic of importance®. As studies** show heterogeneous
results of the influence of environmental enrichment on fish behaviour,
further science-based evaluation is needed.

CONCLUSIONS

Presented VSS may be used to detect changes in movements and behaviour of

novel fish laboratory model species in differently enriched tanks, suggesting
he researchers the direction toward optimal husbandry conditions. Our study

will continue to investigate potential interference of various enrichment

materials (PVC plants, tiles/caves etc.) with detection and analytical abilities of
he VSS hardware and software in order to optimize VSS use in laboratory

conditions.
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Vorkommen von psychrophilen Clostridien in vakuum-
verpacktem Rindfleisch aus dem deutschen Handel

Richard Lindner
Lehrstuhl fur Lebensmittelsicherheit
Betreuer/in: Sirkka Mang, Dr. Samart Dorn-In

Hintergrund und Zielsetzung

Psychrophile Clostridien sind schon seit 1989 als Verderbserreger von vakuumverpacktem
Rindfleisch bekannt [2, 4]. Es handelt sich hierbei um ubiquitar vorkommende, grampositive,
obligat anaerobe Sporenbildner. Haufige Vertreter sind beispielsweise C. estertheticum und
C. frigoriphilum. Kennzeichnend fir den mikrobiellen Verderb von vakuumverpacktem Fleisch
durch psychrophile Clostridien - auch Blown Pack Spoilage genannt - sind starke Gasbildung
und ein damit verbundenes Aufblahen der Verpackung sowie ein deutlicher Verderbsge-
ruch. Trotz der immensen wirtschaftlichen EinbuBen durch verdorbenes Fleisch ist Uber die
Belastung von Rindfleisch aus dem deutschen Handel mit psychrophilen Clostridien wenig
bekannt. Deshalb wurden im Rahmen dieses Projektes Rindfleischproben auf das eventuelle
Vorkommen von Clostridien untersucht.

Methodik

Insgesamt wurden 60 vakuumverpackte Rindfleischproben aus dem Handel im GroRraum
Minchen untersucht. Alle Proben wurden nach dem Erwerb bei 4 °C fur 8 Wochen gela-
gert. Wahrend der Lagerung wurde wochentlich der Fleischsaftaustritt beurteilt sowie die
bakterielle Gasbildung liber den sogenannten Blown-Pack-Score (Abbildung 1 & 2) einge-
schatzt. Nach erfolgter Lagerung wurde abschlieBend, neben abermaliger Beurteilung von
Blown-Pack-Score und Fleischsaftaustritt, die Fleischbeschaffenheit protokolliert sowie die
Unversehrtheit der Verpackung kontrolliert.

Der Fleischsaft wurde mittels einer sterilen Kanutle entnommen und der Verderbsgeruch beur-
teilt. AnschlieBend wurde vom Fleischsaft ein Ausstrich auf einer Columbia-Blut-Agar Platte
angefertigt sowie eine PYGS-Bouillon mit 1 ml des Fleischsaftes beimpft [5]. Beide Medien
wurden bei je 4 °C und 10 °C fir 3 Wochen anaerob bebrutet. Aus dem Fleischsaft wurde
nun die DNA extrahiert (High Pure PCR Template Preparation Kit, Roche Scientific). Mit der
gewonnenen DNA wurde anschlieBend eine qPCR mit SYBR Green | als Fluoreszenzfarbstoff
durchgefiihrt. Die dabei verwendeten Primer sind spezifisch fur die Gattung Clostridium.
Zusatzlich wurde eine Multiplex-qPCR mit 5 sequenzspezifischen Sonden durchgefihrt,
um gezielt auf psychrophile Clostridien zu untersuchen [3]. Bei Proben, die sowohl bei der
SYBR-PCR, als auch bei der Sonden-PCR ein negatives Ergebnis zeigten, wurde das Vorgehen
mit der bebruteten PYGS-Bouillon wiederholt, um eine Kontamination mit psychrophilen
Clostridien endgliltig auszuschlieBen.

Abbildung 1: BPS 0

Abbildung 2: BPS 4-5

Abbildung 1 & 2: Exemplare der Klassifizierung des Blown-Pack-Scores [1]: O: keine Gasblasen, Verpackung liegt tiber-
all dicht an; 1: einzelne Gasblasen sichtbar, Verpackung liegt dicht an; 2: scheinbarer Vakuumverlust, zwischen Folie
und Fleisch kleine Hohlrdume; 3: Vakuumverlust offensichtlich, zwischen Folie und Fleisch groSflichige Hohlraume;
4: Packung ist auf volle GréBe aufgeblaht, Folie noch nicht straff; 5: Verpackung ist prall aufgeblaht, Folie straff gespannt

PCR-Produkte, die mit der Sonden-PCR bzw. SYBR-PCR positiv auf psychrophile Clostridien
getestet wurden, sich aber nicht bis auf Speziesebene identifizieren lieRen, wurden anschlie-
Bend aufgereinigt und sequenziert (Eurofins Genomics).

Ergebnisse und Diskussion

Abbildung 3 zeigt exemplarisch eine Multiplex-qPCR mit Sonden fir psychrophile Clostridien
und fur die Spezies C. estertheticum und C. frigoriphilum. Von den 60 getesteten Proben
waren 29 Proben und damit rund 48 % mit psychrophilen Clostridien kontaminiert. Die
Verteilung auf die unterschiedlichen Spezies ist in Abbildung 4 dargestellt. C. estertheticum
wird oft als hauptverantwortliche Spezies fur den Verderb durch psychrophile Clostridien bei
rotem Fleisch angegeben und wurde in der Vergangenheit haufig nachgewiesen. Allerdings
lieB sich diese Spezies hier nur in 2 Proben nachweisen. Dahingegen erwiesen sich 16 der
Proben als kontaminiert mit C. frigoriphilum. Auffallig war ebenfalls, dass 9 Proben C. algidi-
carnis bzw. C. putrefaciens enthielten. Wahrend C. algidicarnis bereits in vakuumverpackten
Rindfleischproben aus Sao Paulo, Brasilien nachgewiesen wurde [6], trat C. putrefaciens in
den letzten Jahrzehnten kaum in Erscheinung. Uber das Vorkommen von beiden Spezies in
Deutschland wurde bislang noch nicht berichtet. Anhand der Sequenz der 16S rRNA lief sich
uber die durchgefiihrte Sequenzierung nicht zwischen den beiden Arten differenzieren. Die
endgultige Differenzierung wird im Rahmen kinftiger Arbeiten am Lehrstuhl fir Lebensmit-
telsicherheit erfolgen.

Die Ergebnisse dieser Studien zeigen, dass psychrophile Clostridien auch in vakuumver-
packtem Rindfleisch aus dem deutschen Handel bedeutende Verderbserreger darstellen.
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Personliche Erfahrung
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Abbildung 3: Multiplex-qPCR mit je einer Sonde fiir psychrophile Clostridien (Signal blau) und einer spezifischen Sonde. und fur Fragen aller Art immer zur Verfligung stand.
links: Probe 2 positiv fiir C. frigoriphilum (Signal rot); rechts: Probe 46 positiv fiir C. estertheticum (Signal grtin)
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Abbildung 4: Verteilung der positiven Endbefunde
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Food Fraud - falsche Deklaration von Lebensmittein:
Unterscheidung zwischen Lebergewebe von Kalbern
und ausgewachsenen Rindern mittels MALDI - TOF MS

Michelle Miiller
Lehrstuhl fur Bakteriologie und Mykologie
Betreuer: Dr. Sebastian Ulrich

Hintergrund

Die amtliche Lebensmitteliberwachung Uberpriuft unter anderem die Authentizitat von
Lebensmitteln. Dies gilt ebenfalls im Fall von Leber, die fur den menschlichen Verzehr vorge-
sehen ist. Lebern von alteren Tieren werden oftmals als Lebern von Kalbern umdeklariert.
Kalberlebern werden zu hoheren Preisen gehandelt (Kalb: ca. 27,50 €/kg vs. Kuh: 9,40 €/kg).
Bislang ist es mit herkdommlichen Methoden nicht maglich, die Leber eines Kalbes von der
eines ausgewachsenen Rindes sicher zu unterscheiden. Dieser Mangel an sicheren Methoden
ermaglicht es, dass es immer wieder zu Lebensmittelbetrug kommt, der nur schwer nach-
weisbar ist.

Im Rahmen des VETResearch Projekts wurde gepruft, ob eine Alterszuordnung der Leber-
proben mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie moglich ist. AnschlieBend sollte diese
Methode dem Bayerischen Landesamt fur Gesundheit und Lebensmittelsicherheit (LGL) zur
Verfuigung gestellt werden.

Material und Methodik

Die Untersuchungen wurden mit Leberproben (n=13), gewonnen durch amtliche Tierarzte an
verschiedenen Schlachthofen innerhalb Bayerns, durchgefihrt. Von den insgesamt 13 Proben
waren 6 Proben von Kalbern und 7 Proben von Rindern.

Mit Hilfe eines sterilen Skalpels wurden die Leberproben in ca. 2 mm2 grofRe Stiicke
geschnitten. Anschliefend wurden diese Proben in einem 1 ml Reagenzgefal® mit 200 pl orga-
nischem Losungsmittel homogenisiert. Danach wurde das Gemisch fur etwa 10 Sekunden
gemischt, bevor es in einer Zentrifuge bei 14000 rpm fiir 2 Minuten zentrifugiert wurde.

Von dem Uberstand wurde 1 pl auf ein MALDI Target gegeben und trocknen gelassen, wonach
sofort 1 pl CHCA (alpha-cyano-hydroxyzimtsaure)-Matrix aufgetragen und auch trocknen
gelassen wurde.

Die MALDI-TOF MS Messung erfolgte im Massenbereich von 0 — 20 kDa mittels einer auto-
matischen Messmethode. Das Massenspektrometer wurde vor jeder Messung anhand eines

Bakterien-Test-Standards (Massenbereich: 3637,8 Da - 16952,3 Da) kalibriert. Zur Auswer-
tung der Ergebnisse diente die FlexAnalysis, FlexControl und ClinProTools-Software (Bruker
Daltoniks GmbH, Bremen).
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Abbildung 1: Ergebnisse der Messung einer Leberprobe, dargestellt in FlexControl

Ergebnisse

Zuerst wurden verschiedene Modelle in Statistikprogrammen errechnet, wobei unter anderem
eine interne Validierung von 100 %ig korrekt identifizierten Proben erreicht wurde. Dabei gab
es in einem ClintProTools Modell vielversprechende spezifische Peaks, wobei zwei Peaks (im
Massenbereich von 4086,68 Da und 6288,35 Da) besonders gut geeignet zu sein schienen.

Letztendlich war eine Validierung mit den Realproben jedoch mit nur bis zu 85 % maoglich, so
dass das Modell unserer Einschatzung nach noch nicht ausreichend ist, um den Unterschied
zwischen Kalbs- und Rinderlebern sicher bestatigen zu konnen.

Dennoch liegt in dieser Methodik ein groBes Potential, da noch Optimierungsmaoglichkeiten
bestehen, die man in weiteren Versuchsansatzen, z.B. in einer Doktorarbeit, fortfuhrend
untersuchen konnte. Es ware moglich, die Extraktionsmethodik zu variieren und zum Beispiel
eine Ethanol-Ameisensaure Extraktion anstatt der Extraktion mit Acetonitril zu wahlen.
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Bewertung des toxischen Potentials von
Bacillus thuringiensis Isolaten

Janina Riegg
Lehrstuhl fiir Hygiene und Technologie der Milch
Betreuerin: Dr. Nadja JeRberger

Bacillus thuringiensis ist ein grampositives, stabchenformiges, sporenbildendes Bakterium,
das vor allem in der Land- und Forstwirtschaft als Biopestizid eingesetzt wird. Diese Wirkung
entsteht durch die Produktion von kristallinen Bt-Toxinen (Cry-Proteinen), die spezifisch fir
verschiedene Insektenarten bzw. Nematoden sind. Die Vorteile bestehen darin, dass ganzlich
auf chemische Pflanzenschutzmittel verzichtet werden kann und dass Bt-Toxine flir Pflanzen
und Wirbeltiere ungefahrlich sind.

Auf der anderen Seite jedoch wird B. thuringiensis der Bacillus cereus Gruppe zugeordnet,
d.h. ist genetisch eng verwandt mit dem Milzbranderreger Bacillus anthracis oder Bacillus
cereus, welcher Lebensmittelinfektionen bzw. -intoxikationen auslosen kann. Es wurde bereits
gezeigt, dass auch B. thuringiensis in der Lage ist, die Enterotoxine Hbl (Hamolysin BL), Nhe
(nicht-hamolytisches Enterotoxin) und CytK (Cytotoxin K) zu produzieren, welche fur abdomi-
nale Schmerzen und Diarrho verantwortlich sind.

Ziel dieses Projekts war es, das toxische Potential von verschiedenen B. thuringiensis Isolaten,
die am Lehrstuhl fur Milchhygiene zur Verfligung stehen, zu ermitteln. Hierfur wurde zunachst
die Prasenz der Enterotoxingene nhe, hbl und cytK2 mittels PCR bestimmt. AnschlieBend
wurden die Stamme unter Labor- und simulierten intestinalen Bedingungen kultiviert und die
Menge an sekretierten Enterotoxinen mittels ELISA bestimmt. Die Toxizitat der Isolate gegen-
uber humanen Darmepithelzellen wurde ermittelt, ebenso wie deren hamolytische Aktivitat,
Motilitat sowie das Auskeimungsvermogen der Sporen.

Die Mehrzahl der getesteten B. thuringiensis Stamme war in der Lage, unter simulierten
Darmbedingungen auszukeimen, sich zu vermehren und relevante Mengen an Enterotoxinen
zu produzieren. Trotz hoher Stammspezifitat muss daher von einem potentiellen Risiko fur
Lebensmittelinfektionen ausgegangen werden - sowohl bei Isolaten aus Boden- sowie Lebens-
mittelproben, aber auch bei Isolaten aus kommerziell verfligbaren Biopestiziden.
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Evaluating the toxic potential of Bacillus
thuringiensis isolates from food and

biopesticides

Nadja Jessberger, Valerie Schwenk, Janina Riegg and Erwin Martlbauer

Department of Veterinary Sciences, Faculty of Veterinary Medicine, Ludwig Universitit Miinchen, Sch 8, 85764
OberschleiBheim, Germany. E-mail: Mil vetmed.uni de
INTRODUCTION AND METHODS STRAIN SET
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CONCLUSIONS
>  B. thuringiensis is capable of germination, growth and

under simulated intestinal conditions
> highly strain-specific

> possible food poisoning potential of strains isolated from soil and foods, but also
from biopesticides
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Amount of toxins (NheB) in culture supernatants, as
determined in Sandwich EIAs.

Cytotoxic activity of culture supernatants towards CaCo-
2 cells, as determined in WST-1 bioassays.
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Listeria monocytogenes im ,Viable But Not Culturable’
(VBNC)-Stadium — Rekultivierungsversuche
zur Verbesserung der risikoorientierten Diagnostik

Teilprojekt 1:
Lebend-Tot-Differenzierung auf Basis einer PMA-qPCR

Anna-Sophia Stoll
Lehrstuhl fur Lebensmittelsicherheit
Betreuer/innen: PD Dr. Karin Schwaiger, Dr. Samart Dorn-In, Dr. Ulrike Friedlein

Hintergrund

Listeria monocytogenes besitzen in Anwesenheit bestimmter Stressoren die Fahigkeit, in einen
. Viable But Not Culturable” (VBNC)-Zustand Gberzugehen. Dieses Stadium erlaubt es ihnen,
unter geringem metabolischem Aufwand, in einer Art Ruhezustand zu verweilen, in dem sie
zwar weiterhin potentiell infektios, aber nicht mit herkommlichen Verfahren kultivierbar sind.

Der VBNC-Zustand kann die Lebensmittelsicherheit nachhaltig gefahrden, wenn sich diese
Listerien auf den Lebensmitteln befinden, aber nicht nachgewiesen werden konnen.

Ziel des Projekts

Ziel war die Differenzierung zwischen lebenden (inkl. Listerien im VBNC-Zustand) und toten
Listeria monocytogenes mittels des Farbstoffs Propidium Monoazid (PMATM, Biotium, USA)
und die anschlieBende Entwicklung einer gPCR, die sogenannte PMA-qPCR. Die Ergebnisse
konnen dabei helfen, Listeria monocytogenes im VBNC-Zustand nachzuweisen und tragen
somit zu einer zuverlassigeren Risikoeinschatzung bei.

Material und Methodik

Zunachst wurde Listeria monocytogenes (DSM 15675) auf Plate Count-Agar (37 °C, 48 h)
inkubiert, anschlieRend ein Mc Farland von 1,0 (ca. 3 x 108 KbE/ml) eingestellt und zweimal
jeweils 2,5 ml aliquotiert. Aliquot A bestand aus einer Frischkultur. Aliquot B wurde fur 15
Minuten im Wasserbad auf 72 °C erhitzt, um die enthaltenen Listerien abzutoten.

Danach wurde mit beiden Aliquoten eine Verdunnungsreihe Uber eine Konzentrationsspanne
von 1 x 108 - 1 x 102 KbE angelegt. Zur Uberpriifung der Keimzahl wurden die mittels Mc
Farland eingestellten Verdiinnungen 104 - 102 KbE/ml kulturell untersucht. Zusatzlich wurden
die Zellen der Verdiinnung 107 KbE/ml mittels einer Thoma-Kammer unter dem Mikroskop
gezahlt. Die Verdiinnungen 106 - 102 KbE/ml wurden fiir den Test der Lebend-Tot-Differen-
zierung weiterverwendet, welche in vier Varianten, je 500 pl, eingeteilt wurden: Frische und
tote Kulturen, jeweils mit und ohne PMA (Endkonzentration: 50 yuM). Der Versuch erfolgte im
Dreifachansatz.

Im nachsten Schritt wurden alle Reaktionsgefalle abgedunkelt und bei 37 °C mit 550 rpm fur
15 Minuten im Thermoblock (Eppendorf) inkubiert. Um das PMA mit der DNA der toten Zellen
irreversibel zu verknupfen, wurden alle ReaktionsgefaRRe auf Eis unter einer Halogen-Lampe
(1000 W) im Abstand von 30 cm gelagert und von zwei Seiten jeweils 90 Sekunden bestrahlt.
Mittels Zentrifugation wurde im nachsten Schritt ein Zell-Pellet gewonnen. Im Anschluss
wurde die DNA Extraktion (Bioline ISOLATE Il Genomic DNA Kit) und die gPCR mit Sonde
durchgefihrt. Das Primerpaar fur Listeria spp. nach Somer und Kashi (2003) wurde modifi-
ziert und es wurde eine Sonde fur Listeria monocytogenes fur diese Studie entwickelt.

Im zweiten Versuchsteil wurde die Toxizitat des PMAs untersucht. Hierfur wurde, wie oben
beschrieben, ein Mc Farland von 1,0 eingestellt und eine Verdiinnungsreihe von 104 - 103
KbE erstellt. Nun wurden finf Ansdtze mit je 500 pl aus den Konzentrationen 104 - 103 KbE
entnommen.

Eine Reihe stellte die Kontrollgruppe dar, die anderen Ansatze wurden jeweils mit den
PMA-Konzentrationen 10 pM, 25 pM, 50 pM und 100 pM behandelt. Der weitere Ablauf
entsprach dem ersten Versuchsabschnitt.

Ergebnisse und Diskussion

In den Durchgangen der Lebend-Tot-Differenzierung lasst sich ein deutlicher Unterschied
zwischen der Gruppe der toten Listerien mit PMA (50 yM) und den anderen drei Ansatzen
(frische und tote Kultur ohne PMA und frische Kultur mit PMA) erkennen. Abbildung 1 zeigt
exemplarisch die qPCR-Kurve von toten Listerien (105 KbE/mI) mit PMA, welche unter der
Nachweisgrenze lag, wahrend die anderen drei Ansatze ein deutliches PCR-Signal erzeugten.
Abbildung 2 zeigt die ausgewerteten gPCR Ergebnisse in log1o KbE/ml von drei unabhangigen
Wiederholungen der Lebend-Tot-Differenzierung. Die DNA von toten Listerien bei Konzentra-
tionen < 104 KbE/m| mit PMA ist nicht amplifizierbar. Ahnliche Ergebnisse zeigten sich auch
bei den Proben 105 KbE/ml und 106 KbE/ml der toten Listerien: Sie konnten zwar bei der PCR
nachgewiesen werden, allerdings waren sie unter der Quantifizierungsgrenze (102 KbE/ml).
Die Signale von frischen Listerien mit PMA erscheinen spater als diejenigen der frischen und
toten Kultur ohne PMA (Abbildung 2). Das konnte an zwei Grunden liegen: Entweder es liegen
auch tote Zellen in der frischen Kultur vor und/oder das PMA wirkt toxisch.



Nach Angaben des Herstellers liegen die empfohlenen Konzentrationen von PMA zwischen 60 | &0
10 pyM und 100 pM. Verschiedene Bakterienspezies konnen jedoch unterschiedlich auf E 50 | T 50|
PMA reagieren. Daher wurde im Rahmen dieses Projekts die Toxizitat des PMAs zusatzlich S —_ — . S
uberprift. Abbildung 3 stellt die Ergebnisse der Wirkung von verschiedenen PMA-Konzent- & W — & - - P
rationen auf die frische Kultur von Listerien (104 und 103 KbE/ml) dar. Die A log Stufe der E 30 E 30 — = —_
Konzentrationen 25 pM sowie 50 pM zwischen der frischen Kultur ohne PMA und mit PMA lag w 3 w 564
bei 0,3 log1o, und mit 100 pM bei 0,6 log1o. Auffallig ist, dass es nahezu keinen Unterschied % %
zwischen der frischen Kultur ohne PMA und mit PMA bei einer Konzentration von 10 pM gibt §’ 1,0 é": 1,0 -
sowie zwischen den Konzentrationen 25 pM und 50 pM. Hohe Konzentrationen von PMA (z.B. <LOD : 3 : <top ; . ;
100 pM) wirken zwar potentiell toxisch auf frische Kultur, jedoch mit geringem Ausmas. OhnePMA 10pM  25pM  50pM  100pM OhnePMA 103M  25§M  50pM  100pM
. . . . . L PMA Konzentrati PMA Konzentrati
Nach den Ergebnissen dieser Untersuchung ist es moglich, die lebenden von den toten Listeria e s
monocytogenes zu unterscheiden. Mit der oben beschriebenen Methode, der sogenannten Frischkultur 10* KbE/ml Frischlultur 10° KbE/ml
PMA-gPCR, konnten daher VBNC-Zustande von Listerien in Lebensmitteln nachgewiesen B
werden. Abbildung 3: Ergebnisse der PMA-Toxizitdt; Uberpriifung bei 104 und 103 KbE/ml mittels PMA-qPCR
i Personliche Erfahrungen
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Listeria monocytogenes im , Viable But Not Culturable”
(VBNCQC)-Stadium - Rekultivierungsversuche
zur Verbesserung der risikoorientierten Diagnostik

Teilprojekt 2

Nadja Hillig
Lehrstuhl fur Lebensmittelsicherheit
Betreuer/innen: PD Dr. Karin Schwaiger, Dr. Samart Dorn-In, Dr. Ulrike Friedlein

Hintergrund

Listeria monocytogenes sind durch den Einfluss von externen Stressfaktoren, wie zum
Beispiel Nahrstoffmangel, in der Lage, in einen Ruhezustand Uberzugehen, in dem sie bei
geringer metabolischer Aktivitat lebensfahig und weiterhin potentiell infektios sind. Da sie
in diesem Zustand mit etablierten mikrobiologischen Methoden kulturell nicht nachweisbar
sind, wird dieses Stadium als VBNC (,,Viable But Not Culturable”)-Stadium bezeichnet. Dieses
Phanomen konnte bisher bei verschiedenen Bakterienspezies nachgewiesen werden und
birgt groBes Forschungspotential, nicht zuletzt da eine Listeriose insbesondere fiir Menschen
mit schwachem Immunsystem schwerwiegende gesundheitliche Folgen haben kann. In der
Vergangenheit traten bereits Listeriose-Falle auf, ohne dass Listerien selbst nachgewiesen
werden konnten.

Zielsetzung

Ziel des zweiten Teilprojektes war es, grundlegende Erkenntnisse tiber den VBNC-Zustand zu
erhalten. Insbesondere die auslosenden Faktoren, ob und unter welchen Bedingungen eine
Rekultivierung maoglich ist, sowie ein gezielter Nachweis des VBNC-Zustandes auf Basis der
PMA-gPCR des ersten Teilprojekts (siehe VETResearch Projekt Anna-Sophia Stoll) stellten die
Forschungsschwerpunkte dar.

Material und Methodik

Zehn ausgewahlte Teststamme der Spezies Listeria monocytogenes unterschiedlicher
Herkunft (isoliert aus Milchprodukten, Schwein, Wild, Gefligel und Menschen) dienten als
Grundlage fur das Experiment. Zwei bereits beschriebene Methoden [1, 2] wurden durchge-
fuhrt, um die Listerien in den VBNC-Zustand zu Uberfiihren.

Nach Highmore et al. [1] wurden die Testbakterien mit einer Chlorlésung (12 ppm) versetzt
und anschliefend mittels PMA-qPCR untersucht.

Bei der zweiten Methode nach Lindbéack et al. [2] wurden die Listerien (5 x 107 KBE/ml) in
Reinstwasser fur sieben Wochen bei 4 °C auf einem Schuttler inkubiert und anschliefend
alle 10 Tage auf Blutagar ausgestrichen, um die Konzentration erneut zu bestimmen. Des
Weiteren wurden mogliche morphologische Veranderungen der Testisolate mittels Gramfar-
bung mikroskopisch untersucht.

Ergebnisse und Diskussion

Trotz verschiedener Modifizierungen konnte der VBNC-Zustand durch die Methode nach
Highmore et al. [1] in dieser Studie leider nicht nachgewiesen werden. Mogliche Ursachen
stellen entweder die, entgegen der ursprunglichen Annahme, vollstandige Abtotung der
Listerien durch die Chlorlosung oder das Hangenbleiben der Listerien im verwendeten Filter
dar, welcher anschlieRend verworfen wurde.

Die Methode nach Lindback et al. [2] zeigte allerdings Uberraschende Ergebnisse.

Bis Tag 69 nahmen die Konzentrationen der Testisolate auf dem Blutagar stetig ab. Ab Tag
83 stieg die Konzentration bei drei von zehn Testbakterien wieder an (siehe Abbildung 1).
Um eine mdogliche Kontamination auszuschlieBen, wurde der Blutagar vor der nachsten
Kultivierung an Tag 96 fur 24 h bei 37 °C inkubiert. Hier konnte keine Kontamination des
Agars festgestellt werden. AnschlieBend wurden alle zehn Testisolate mittels der entwickelten
PMA-gPCR aus dem 1. Teilprojekt auf einen moglichen VBNC-Status untersucht.
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Abbildung 1: Konzentrationsverlauf der Testisolate
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Es wurden auch morphologische Veranderungen der Listerien beobachtet (siehe Abbildung
2-4). Bei zwei Testisolaten bildeten sich im Grampraparat elongierte Zellen (siehe Abbildung
2). Bei den Testbakterien, die wieder Wachstum zeigten, zeigten sich im Grampraparat
vor allem blau gefarbte Listerienzellen (siehe Abbildung 3), wahrend bei den Testisolaten,
deren Konzentration abnahm und konstant niedrig blieb, Uberwiegend rote Zellbestandteile
zu beobachten waren (siehe Abbildung 4). Die blaue Farbung ist ein Hinweis auf vitale
Bakterienzellen mit intakter Zellwand, wahrend die rote Farbung der Zellen und Zellbestand-
teile ein Hinweis auf defekte Bakterienzellwande und somit tote Keime darstellt.

Abb. 4: Listerie 1

Abbildung 2-4: morphologische Unterschiede der Testisolate an Tag 96

Die Untersuchungen zeigen, dass Listerien teilweise Uber drei Monate ohne Nahrstoffzugabe
uberleben konnen. Ob sie dabei immer in den VBNC-Zustand ubergehen, muss in nachfol-
genden Untersuchung gepruft werden.

Personliche Erfahrungen

VETResearch hat mich sowohl personlich als auch intellektuell weit gebracht. Besonders die
ersten Wochen, gepragt von vielen neuen Eindricken und bisher unbekannten oder nur im
Biochemie Praktikum vorgestellten Arbeitsweisen, haben mir, zeitgleich mit Prufungsvorbe-
reitungen fur das 2. Staatsexamen, strukturiertes zielorientiertes Arbeiten und ein optimales
Zeitmanagement abverlangt. Wahrend meiner 8-wochigen Arbeit wurde mir erstmals bewusst,
wie prazise im Labor gearbeitet werden muss, um aussagekraftige Ergebnisse zu erzielen.
Hier war fur mich die groBte Herausforderung, durch hochkonzentriertes, prazises Arbeiten
einen identischen Versuchsaufbau Uber den gesamten Forschungszeitraum zu gewahrleisten.

Trotz einiger Rickschlage und tagelangem Arbeiten ohne verwertbare Ergebnisse entwickelte
sich unbewusst der Ehrgeiz, neue Erkenntnisse iber den VBNC-Zustand herauszufinden. Das
VETResearch Projekt im Bereich der Lebensmittelsicherheit zu machen war eine der besten
Entscheidungen. Nicht nur, weil ich hier sehr selbststandig und ungezwungen arbeiten durfte,
vor allem habe ich Einblick in ein Berufsfeld bekommen, das ich bis dahin noch nicht wirklich
wahrgenommen hatte.

Ich bedanke mich herzlich bei allen Mitarbeiter/innen des Lehrstuhls fur die Unterstutzung
und Hilfestellung sowie fir die geduldige Einarbeitung im Labor.
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Determination of particle size in different laboratory animal diets
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Determination of particle size in different laboratory supervision L. F. Biswald, E. Kienzle

Chair of Animal Nutrition and Dietetics, Department of Veterinary Sciences, Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen
imal diets ' '

In cooperation with the Institute for Animal Nutrition, University of Veterinary i F , F

Introduction:
The dietary particle size influences digestibility and microbial fermentation in the gastrointestinal tract (1). This has a long-term impact on growth

Mara-Sophie Struck and health of the animal.
Lehrstuhl flr Tlerernahrung und Diatetik Previous studies on lab rats have already confirmed an effect of different particle sizes in wheat bran on gastrointestinal physiology, faecal
Betreuerinnen: Dr. Linda Boswald, Prof. Dr. Ellen Kienzle quality and lipid metabolism (2,3).

In laboratory animal science, standardisation of experimental settings is essential to achieve reproducible results. It contributes to the
implementation of the 3Rs (4), aiming at an ideal planning of trials (Refinement) and avoiding of unnecessary replications (Reduction).

The aim of this exploratory study was to examine the distribution of particle size of commercially available laboratory animal diets widely used in
Persﬁnliche Erfahrung research facilities. A weighted average (5) was used as main test parameter to describe dietary particle size after wet sieving. The hypothesis
was that the particle size distribution differs between diets of different brands and confection.
Ich habe beim VETResearch Projekt einen tollen Einblick in die Arbeit der Tierernahrung, nicht Material & methods:

nur in Mijnchen, sondern auch in Hannover erhalten dijrfen. ES hat SpaB gemacht, gerade - Commercially available standard maintenance and breeding diets for laboratory rodents and rabbits
auch an einem praktischen Forschungsprojekt zu arbeiten und bereits jetzt die Moglichkeit
zu bekommen, an einem Lehrstuhl mitzuarbeiten. Ich bedanke mich von Herzen bei meiner
Betreuerin und bei Frau Prof. Kienzle fiir die Gelegenheit, Teil vom diesjahrigen VETResearch .
sein zu durfen — ich empfehle das Programm mit seinen Moglichkeiten von Herzen jedem 3310-1). flushing with 101 of cold tap water, oven drying overnight Plo*: Bxanpl f ke

the smallest sieve (0.2mm)

+ n =18 diets: 5 rabbit pellets maintenance, 2 rabbit pellets breeding, 4 rat/mouse pellets maintenance, 3 rat/mouse pellets

breeding, 3 rat/mouse extrudate maintenance, 1 rat/mouse extrudate breeding

Samples of 30-40g dissolved in 1l aqua dest. + 10ml amylase overnight

Wet sieving through sieve stacks (pore sizes 3.15mm, 2.0mm, 1.4mm, 1.0mm, 0.8mm, 0.56mm, 0.4mm, 0.2mm; ISO

. . . . " . ) Con Ny SEHDAS @ e . L ® (L.
meiner Mitstudenten weiter. Calculation of dMEAN according to Fritz et al. (5): XL, p(i) x =——— with i = number of the sieve, ordered in size z;(g:;ompleted sieving
from S(1) to S(n), and p(i) = percentage of particles retained at the size S(i). A lower dMEAN value indicates a smaller
particle size of the sample.
Results:
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Fig. 2: Particle size distribution of different standard pelleted (P) maintenance Fig. 3: Particle size distribution of different standard maintenance pelleted (P)
diets for laboratory rabbits, described as dMEAN (mm). Products of 4 brands and extruded (E) diets for laboratory rodents (rats & mice), described as
were analysed, indicated by colour. AMEAN (mm). Products of 4 brands were analysed, indicated by colour.

On average higher dMEAN particle size in rabbit diets (mean + SD 38.44 + 6.87mm) than in rat and mouse diets (59.44 + 13.79mm)

Especially in rat & mouse diets, high variation of dietary dMEAN within and between brands.

No systematic differences between corresponding breeding and maintenance rabbit or rodent diets.

No effect of processing (extrusion vs. pelleting).

Discussion:

The results show a high degree of variation in the weighted average particle size, calculated as dMEAN, between standard laboratory animal
diets designed for maintenance and breeding, respectively.

In farm animals, the effect of feed particle size on diet utilisation and the intestinal microbiome is known (6-8). It can be assumed that the effect
will be similar in laboratory animal species, i.e. rats, mice and rabbits. Thus, the dietary particle size may likely influence the outcome of
experiments and should be taken into account when comparing results achieved under different feeding conditions.

Data from this orientational study can serve to generate an awareness of the issue with researchers who are not specialised in animal nutrition.
Further research on a definite impact of dietary particle sizes in laboratory animals are needed. In regard of animal experiment standardisation,
we recommend diet labels should contain information about the average particle size distribution and that this information should be contained

in publications of animal experiment results.
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Entwicklung einer Multiplex-qPCR fur den Nachweis von
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Univ.-Prof. Dr. Dr. Manfred Gareis, PD Dr. Karin Schwaiger

Um den Nachweis von ,Gammelfleisch” in erhitzten Wurstwaren zu ermdglichen, ist die
kulturelle Anzucht keine geeignete Methode, da durch die Hitzeeinwirkung bei der Produk-
tion die meisten Verderbserreger absterben (Borch et al, 1996).

Daher wurde eine Multiplex-Real-Time-PCR, auch Multiplex-gPCR genannt, zum Nachweis
der hitzebestandigen bakteriellen DNA von Verderbserregern entwickelt. Diese PCR soll es
in Zukunft ermoglichen, die Verwendung von verdorbenem Fleisch bei erhitzten Fleischpro-
dukten nachzuweisen und somit einen erheblichen Beitrag fiir die Lebensmittelsicherheit und
den Verbraucherschutz zu leisten.

Im Rahmen des VETResearch Projektes wurden die Ergebnisse der Quantifizierung des
Bakteriengehaltes bei artifiziell verdorbenem Fleisch aus der mikrobiologischen Untersu-
chung mit den Ergebnissen der qPCR verglichen. Das Ziel war es, durch diesen Vergleich
die Zuverlassigkeit der neu entwickelten Multiplex-Real-Time-PCR als Nachweismethode von
Gammelfleisch zu validieren.

Bei den in diesem Projekt untersuchten Keimen handelte es sich um typische Verderbser-
reger von Fleisch unter aeroben Bedingungen, insbesondere Pseudomonas spp., Brochothrix
thermosphacta und Enterobacteriaceae (EFSA, 2016). Ebenso wurden Staphylococcus spp.
untersucht, die auf frischem Fleisch als Umweltkeime vorkommen konnen.

Im Rahmen des artifiziellen Fleischverderbs wurden je 2 kg Schweineschulter von 4 verschie-
denen Metzgereien untersucht. Nach deren Zerkleinerung (in Wirfel) wurden die Proben
bei 4 °C fur 20 Tage und bei 20 °C fur 6 Tage gelagert und zu regelmaRigen Zeitpunkten auf
die obengenannten Zielkeime untersucht. Dafur wurden jeweils 10 g Probenmaterial aus der
Fleischoberflache an Tag 0, 1, 2, 3, 6 (fir den 22 °C Ansatz) und an Tag 0, 6, 13, 20 (fur den
4 °C Ansatz) entnommen. Nach der Herstellung eines Homogenisats aus 10 g Probe aus der
Fleischoberflache mit 90 ml Verdinnungsflissigkeit und der Erstellung einer Verdinnungs-
reihe, abhangig vom Verderbsgrad der jeweiligen Probe, wurden die Ansatze einerseits mikro-
biologisch, andererseits molekularbiologisch untersucht. Fir die kulturelle Methode wurden
die Zielkeime auf vier selektiven Festmedien ausgespatelt und bei optimaler Bedingung des
jeweiligen Keims bebritet. Flir die Bestimmung der Kolonie bildenden Einheiten (KbE) pro
Gramm (g) Fleisch wurden die gewachsenen Kolonien nach 24 bis 48 Stunden ausgezahlt
und der KbE/g Gehalt berechnet. Zum Vergleich wurden DNA-Extrakte aus dem Homogenisat
mittels neu entwickelter Multiplex-qPCR auf alle vier Zielkeime quantitativ untersucht.

Es konnte im anschlieBenden Vergleich beider Methoden festgestellt werden, dass die Ergeb-
nisse sich kaum unterscheiden. Somit konnte durch das VETResearch Projekt gezeigt werden,
dass die neu entwickelte Multiplex-qPCR geeignet ist, um typische Verderbserreger in kiunst-
lich verdorbenem Fleisch nachzuweisen und zu quantifizieren. In weiteren Versuchen soll
nun Uberpruft werden, ob die qPCR ebenso fur erhitzte Wurstwaren (z.B. Lyoner) verlassliche
Ergebnisse liefert und somit die Lebensmittelsicherheit um ein bedeutendes Nachweisver-
fahren bereichern kénnte.

Quellen

International Journal of Food Microbiology 33 (1996) 103-120 ,Bacterial spoilage of meat and cured meat
products” (Borch et al, 1996)

Scientific Opinion ej EFSA Journal, adopted June 2016 , Growth of spoilage bacteria during storage and
transport of meat” EFSA Panel on Biological Hazards (BIOHAZ) (EFSA, 2016)
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Einleitung

Der | is der Ver d von isch” in erhitzten Fleischprodukten ist herausfordernd, da die kulturelle Methode nicht anwendbar ist. Aus
diesem Grund werden molekularbiologische Methoden angewandt. Im Zuge des Projektes wurde eine Multiplex-gPCR fiir den Nachweis und die Quantifizierung
von Verderbserregern (Pseudomonas spp., Brochothrix thermosphacta, Enterobacteriaceae [1]) und einem Umweltkeim (Staphylococcus spp. [2]) entwickelt.
Primer und Sonden fiir die Zielkeime wurden bereits mit 60 Reinkulturen von verschiedenen Bakterien auf ihre Spezifitat und Sensitivitat getestet. Danach wurde
die Multiplex-gPCR an artifiziell verdorbenem Fleisch angewandt. Der hier dargestellte Vergleich der Multiplex-gPCR mit der kulturellen Methode soll die

Anwendbarkeit der entwickelten Multiplex-qPCR fir ,Gar isch” aufzeigen.
Material und Methoden Ergebnisse
Insgesamt wurden 4 artifizielle Fleischverderbsversuche durchgefiihrt. Vergleich Ergebnisse der kulturellen Methode und der Multiplex-qPCR:
Im Rahmen eines Versuchsdurchlaufs wurden jeweils 2 kg Schweineschulter
untersucht.
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N RFU:Re'a}/e”""'es’ie"ceu""s unterscheiden sich kaum. In einzelnen Probengruppen lieBen sich die

Zielkeime nicht kultivieren, wahrend sie von der qPCR detektiert wurden. Die

Ergebnisvergleich Nachweisgrenze der Multiplex-qPCR betragt zwischen 2.0 und 3.0 log KbE/g.

Zusammenfassung

Die entwickelte Multiplex-qPCR ist eine geeignete Methode, den Verderbszustand von Schweinefleisch zu charakterisieren.

In weiteren Versuchsreihen soll neben der Optimierung der Methode nun gezeigt werden, inwieweit die Anwendung bei erhitzten Produkten, bei denen
kulturelle Verfahren scheitern, erfolgreich ist.
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Entwicklung des Korpergewichts, der Ruckenfett-
dicke, der Widerristhohe und des Body Condition Scores
bei Kalbern der Rassen Deutsche Holsteins, Deutsches
Fleckvieh sowie deren Kreuzungen bis zur 4. Lebens-
woche unter Berucksichtigung der Milchaufnahme

Verena Biichler
Lehr- und Versuchsgut OberschleiBheim
Betreuer/in: Prof. Dr. Armin Scholz, Helen Schweizer

Einleitung

Ein leistungsstarkes und gesundes Milch- oder Mastrind geht aus einer gelungenen Aufzucht
hervor. Damit steht auBer Frage, dass es sich lohnt, der Kalberaufzucht ein besonderes Augen-
merk zukommen zu lassen. In der jlingsten Vergangenheit wurde intensiv dartiber berichtet,
welche pra- und postnatalen Einflisse die spatere Leistung der Kalber beeinflussen konnten
(KASKE ET AL (2010) und BERNHART (2017)). In diesem VETResearch Projekt soll die Bezie-
hung zwischen der Milchaufnahme und dem Wachstum von Kalbern unter Berlicksichtigung
der Rasse bzw. des Kreuzungsgenotyps untersucht werden. Dabei wird insbesondere die
Entwicklung des Gewichts, des Body Condition Scores (BCS), der Widerristhohe (WH) und
der Ruckenfettdicke (RFD) betrachtet.

Material und Methoden

Insgesamt wurden 60 Kalber in die Studie aufgenommen. Davon waren 31 Kalber mannlich
und 29 Kalber weiblich. Folgende Genotypschlissel wurden definiert: DHg75 (Genanteil
Deutsche Holsteins = DH =75 %), DHg50 (Genanteil DH >50 % bis <75 %), FIDHFV (Genan-
teil DH und Deutsches Fleckvieh = FV jeweils 50 %), FVg50 (Genanteil FV >50 % bis <75 %),
FVg75 (Genanteil FV =75 %).

Die Kalber wurden am Tag der Geburt, am 14. Lebenstag sowie am 28. Lebenstag untersucht.
Es wurde jeweils das Gewicht, die RFD, die WH sowie der BCS bestimmt. Die Milchaufnahme
wurde wahrend der gesamten Studie taglich erfasst.

Das Gewicht wurde mittels einer in einer fahrbaren Kalberbox installierten Veterinarwaage
erfasst. Die Widerristhohe wurde mit einem handelsublichen Meterstab gemessen. Dabei
stand das Kalb auf einem geraden und flachen Untergrund. Die Bestimmung des BCS erfolgte
anhand der BCS-Tafel nach EDMONSON ET AL (1989). Die in diesem Schema aufgefiihrten
Messpunkte wurden anhand eines Punktesystems bewertet. Dafiir wurden die entsprechenden
Messpunkte beidseits adspektorisch und palpatorisch entsprechend der Beschreibungen der

einzelnen Punkte beurteilt und eingeteilt. Die Hungergrube wurde lediglich rechts beurteilt.
Aus dem Mittel dieser Werte ergibt sich der BCS. Das verwendete Punktesystem liegt zwischen
1 (stark abgemagert) und 5 (hoch adipds). Zur Bestimmung der RFD gibt es verschiedene
Methoden. In diesem Projekt wurde die RFD mittels Ultraschall bestimmt. Hierfur wurde ein
Kaixin Ultraschallgerat mit einer 6,5 MHz-Linearsonde verwendet. Um an den Folgeunter-
suchungstagen die Messung an der gleichen Stelle zu gewahrleisten, wurde vor der ersten
Messung die Messstelle ausgeschoren.

Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit Hilfe des Statistikprogrammes SAS 9.3. Es
wurden Varianzanalysen und Regressionsberechnungen durchgefuhrt. Die Varianzanalyse
berechnet, welche Faktoren (Effekte) die Auspragung eines Merkmals beeinflussen. Die fixen
Effekte dabei waren: Rasse, Geschlecht, Lebenstag, Rasse*Lebenstag und Geschlecht*Leben-
stag (siehe Tabelle 1-4). Das Geburtsdatum stellte zusatzlich einen zufalligen Effekt dar. In
der Regressionsberechnung wurden die Beziehungen zwischen einzelnen Merkmalen anhand
einer einfachen linearen Regression fur intervallskalierte (normalverteilte) Merkmale darge-
stellt. Das BestimmtheitsmaR R2 und der Standardschatzfehler RMSE (Root Mean Square
Error) wurden als MaRzahlen zur Modellgute bestimmt. Das Signifikanzniveau wurde bei
p=<0,05 festgelegt.

Ergebnisse
Der Zusammenhang zwischen dem Gewicht am Tag der Geburt und dem Gewicht mit 28
Lebenstagen kann mit einem hohen BestimmtheitsmaR von R2= 0,84 und einem Schétzfehler

von RMSE= 3,11 kg mittels folgender Gleichung dargestellt werden:
Gewicht (4 Wochen)=18,5+0,97xGeburtsgewicht [kgl (Abbildung 1).
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Die gesamte Milchaufnahme und die Gewichtszunahmen stehen in keinem engen Zusam-
menhang. Es |asst sich also nicht sagen, dass Kalber mit einer hohen Trankeaufnahme auch
am starksten zunehmen, obgleich eine schwach positive Beziehung erkennbar ist (R2 =0,05).

Die Auswertung des Einflusses der Rasse auf die tagliche Milchaufnahme ergab einen signi-
fikanten Effekt (Abbildung 2). Dabei haben F1-Kreuzungstiere (F1DHFV) nach FVg50 im
Durchschnitt die hochste und DHg75 die geringste tagliche Milchaufnahme.
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Durchschnittliche tdgliche

Die Ergebnisse der RFD-Messung weisen zwar eine geringe Spannbreite auf (0,2 - 0,4 cm),
dennoch zeigt sich eine signifikant grofere RFD bei mannlichen Tieren als bei weiblichen.
DH (0,27 + 0,02 cm) zeigt tendenziell eine geringere RFD als FV (0,33 + 0,01 cm).

Milchaufnahme in
Abhéngigkeit von Rasse
bzw. Kreuzungsgenotyp

DHg75 DHg50 F1DHFV FVg50 FVg75
Rasse/Kreuzungsagenotyp

Betrachtet man die Milchaufnahme an den einzelnen Lebenstagen in Abhangigkeit vom
Geschlecht (Abbildung 3), so erkennt man, dass alle Kélber eine geringere Milchaufnahme
nach dem Enthornen und nach dem Umstallen in Gruppenhaltung zeigen. Dieser Einbruch
der Milchaufnahme ist bei den mannlichen Kalbern signifikant groRer als bei den weiblichen.

BCS RFD
Test der fixen Effekte Test der fixen Effekte
F-Wert [ p (Pr>F) F-Wert | p(Pr>F)
Rasse 6.12 0.0002 Rasse 2.41 0.0542
Geschlecht 0.64 0.4245 Geschlecht 5.46 0.0215
Tag 21.70 <.0001 Tag 0.35 0.7057
Rasse*Tag 0.45 0.8877 Rasse*Tag 0.94 0.4889
Geschlecht*Tag 1.34 0.2672 Geschlecht*Tag 0.21 0.8120
Gewicht WH
Test der fixen Effekte Test der fixen Effekte
F-Wert [ p (Pr>F) F-Wert [ p (Pr>F)
Rasse 6.91 <.0001 Rasse 411 0.0040
Geschlecht 0.40 0.5298 Geschlecht 0.47 0.4937
Tag 180.63 <.0001 Tag 43.44 <.0001
Rasse*Tag 0.87 0.5465 Rasse*Tag 1.41 0.2038
Geschlecht*Tag 0.14 0.8679 Geschlecht*Tag 1.04 0.3567
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Tabelle 1-4: Ergebnisse der Varianzanalyse (BCS = Body Condition Score, RFD = Riickenfettdicke, WH = Widerristhohe)

Zusammenfassung & Diskussion

Bereits bei Kalbern bis zu einem Alter von 28 Tagen zeigen sich Unterschiede in BCS, RFD,
WH, Gewicht und Milchaufnahme in Abhangigkeit von Geschlecht bzw. teilweise Rasse
oder Kreuzungsgenotyp. Es konnten enge Zusammenhange zwischen dem Geburtsgewicht
und dem Gewicht im Alter von 4 Wochen dargelegt werden. Die durchschnittliche tagliche
Milchaufnahme ist bei F1-Kreuzungstieren (F1DHFV) nach FVg50 am hochsten. Die F1-Kreu-
zungstiere weisen zudem neben dem hochsten durchschnittlichen Gewicht (60,3 + 7,2 kg)
die durchschnittlich grote Widerristhohe auf (83,8 + 3,5 cm). Allerdings besteht kein enger
Zusammenhang zwischen der gesamten Milchaufnahme und der Tageszunahme.

Interessanterweise ist der Abfall der taglichen Milchaufnahme bei mannlichen Kalbern nach
dem Umstallen in Gruppenhaltung groRer als bei den weiblichen. Die Ursache fir diesen
Unterschied ist ungeklart. Zudem ergeben die Ergebnisse der RFD-Messung der mannli-
chen Kalber trotz geringer Spannbreite der Messergebnisse eine signifikant hohere RFD im
Vergleich zu den weiblichen Kalbern (0,326 + 0,009 cm vs. 0,304 + 0,009 cm). Auch die
Beobachtung, dass FV-Kalber eine leicht hohere RFD aufweisen als DH-Kalber ist sehr bemer-
kenswert und spiegelt Ergebnisse aus der Literatur uber Messungen im erwachsenen Alter
wider.



Ausblick

Aufgrund der pragnanten Ergebnisse wird das Projekt fortgefuhrt und ausgeweitet. Die
weiblichen Tiere werden mit 12 Monaten und ggf. 24 Monaten erneut untersucht. Um eine
aussagekraftige Fallzahl zu erreichen, mussen weitere weibliche Kalber gescort werden.
Zusatzlich werden Gesundheitsparameter, Wetterdaten und Informationen der Muttertiere in
die Auswertung einflieRen.
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Antimikrobielle Aktivitat von LAP (Lingual Antimicrobial
Peptide) und SLPI (Secretory Leukocyte Peptidase
Inhibitor) gegentiber bovinen Mastitis-Erregern

Elena Gerdes
Klinik fur Wiederkauer mit Ambulanz und Bestandsbetreuung
Betreuer: PD Dr. Wolfram Petzl

Die Eutergesundheit und der damit verbundene Antibiotikaeinsatz ist ein wichtiges Thema
in der Milchviehhaltung. Seit mehreren Jahren ruckt der Fokus immer mehr auf die Resis-
tenzentwicklung gegenuber Antibiotika. Im Bereich der Veterinarmedizin hat dies aufgrund
des zunehmenden gesellschaftspolitischen Drucks dazu gefliihrt, den Antibiotikaeinsatz
immer weiter zu reduzieren. Dies wirft gleichzeitig die Frage nach wirksamen Alternativen
auf. Ein vielversprechender Ansatz ist die Erforschung antimikrobieller Peptide (AMPs). Der
Begriff umschreibt eine groRe Gruppe verschiedener korpereigener kationischer Peptide, bei
welchen eine Wirkung gegen Mikroorganismen nachgewiesen werden konnte. Die Forschung
soll in Zukunft helfen, gezielt in korpereigene Sekretionsmechanismen von AMP eingreifen
zu konnen. So ware es zum Beispiel bei Infektionserkrankungen maglich, die Ausschuttung
von AMPs zu steigern, um hohere Konzentrationen zur Erregerbekampfung zu erreichen.
Bei eigenen Untersuchungen von Driisengewebe aus infizierten Eutern konnte eine deutlich
gesteigerte Expression der kationischen Peptide LAP (Lingual Antimicrobial Peptide) und
SLPI (Secretory Leukocyte Peptidase Inhibitor) im Vergleich zu gesunden Eutern nachge-
wiesen werden. Beide AMPs werden nachweislich von Milchdrisenepithelzellen exprimiert
und konnen durch gezielte Stimulation mit Immunmodulatoren in ihrer Expression gesteigert
werden. Inwiefern LAP und SLPI gegen bovine Mastitiserreger wirken, sollte im Rahmen
des vorliegenden Projekts gepruft werden. Da bekannt ist, dass AMPs teilweise eine Patho-
gen-spezifische Wirksamkeit zeigen, wurde in diesem Projekt die Wirksamkeit gegentber den
drei haufigsten Mastitiserregern Staphylococcus aureus, Escherichia coli und Streptococcus
uberis untersucht.

Material und Methoden

Verwendung fand die Methode des Time-Kill-Assays. Durch wiederholte photometrische
Messungen kann eine zeitabhiangige Anderung der optischen Dichte (OD) aufgezeichnet
werden. Mit zunehmendem Bakterienwachstum steigt die OD. Die ausbleibende oder redu-
zierte Zunahme der OD lasst dann Ruckschliusse auf die dosisabhangige antimikrobielle
Wirkung des zu testenden Peptids zu. In diesem Projekt wurden mittels eines Platten-Pho-
tometers (CLARIOstar®) 14 Messungen in 30-minutigem Abstand (0 h - 6,5 h) bei 600 nm
Wellenlange angefertigt. Das verwendete LAP ist ein rekombinantes Peptid vom Wasserbuffel
(Bubalus arnee), beim verwendeten SLPI handelt es sich um eine humane Rekombinante. Als
Medium fur die Bakterien und zum Anfertigen der Verdiinnungsstufen wurde Lysogeny-Broth

(LB) verwendet. Im Dreifachansatz wurde fur alle Bakterien je eine Positiv-Kontrolle (Pathogen
ohne Zusatz), eine Negativ-Kontrolle (Pathogen mit Antibiotikazusatz — APS) sowie eine
Mediumkontrolle ohne Pathogen/Zusatz gemessen. Im ersten Versuch zum jeweiligen Peptid
wurde auBBerdem das Peptid ohne Zusatz gemessen, um auszuschlieBen, dass dies einen
Einfluss auf die OD hat. Die Versuche wurden jeweils dreimal wiederholt. Die Peptide wurden
in Konzentrationen von 20 pg/ml, 30 pg/ml und 40 pg/ml eingesetzt. Mittels des Programms
.R" erfolgte anschlieBend eine statistische Auswertung der Daten. Einige der erhobenen
Daten zum Wachstum von S. uberis konnten aufgrund erheblicher Schwankungen nicht in die
Auswertung mit einbezogen werden.

Ergebnisse

Wider Erwarten konnte bei keinem der untersuchten Peptide eine Hemmung gegen die
ausgewahlten Pathogene nachgewiesen werden. In allen Versuchen zeigten die Pathogene
unter Zusatz der Peptide sogar ein gesteigertes Wachstum (siehe Abbildung 1). Bei dem
eingesetzten E. coli Stamm konnte sogar mit zunehmender Peptid-Konzentration ein jeweils
signifikant gesteigertes Wachstum verzeichnet werden. In den Versuchsansatzen mit S. uberis
lie sich aufgrund starker Schwankungen im Wachstum eine sehr groRe Standardabweichung
beobachten. In Ermangelung von Peptiden konnten diese Versuche nicht wiederholt werden.
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Abbildung 1: Einfluss von LAP und SLPI auf das Wachstum von Mastitis-Pathogenen -= Bakterium ohne Zusatz
Dargestellt (MW=+SD) ist die Zunahme der optischen Dichte (OD) als Indikator des
Wachstums von Sc. uberis, S. aureus und E. coli mit und ohne Zusatz von LAP und
SLPI. Gelb umkreist sind die Datenpunkte, die im Vergleich zum Bakterienwachstum
ohne Zusatz einen signifikanten Unterschied aufweisen (P <0,05). 20ug/ml Peptid
—e— 20ug/ml| Peptid

~*= APS + Bakterium
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Schlussfolgerung

In diesem Projekt konnte wider Erwarten keine antimikrobielle Wirkung der AMPs LAP und
SLPI gegenuber bovinen Mastitiserregern gezeigt werden. Hierfur konnte es moglicherweise
mehrere Erklarungen geben: Die Beschaffung der verwendeten kommerziellen Peptide ist
verhaltnismaRig teuer und erlaubt nur eine eingeschrankte Anzahl an Versuchen. Fur dieses
Projekt stand nur eine begrenzte Menge der Peptide zur Verfugung. Auf dieser Grundlage
wurden die Konzentrationen der Peptide basierend auf Vorarbeiten festgelegt und konnten
nicht weiter erhoht werden. Es lasst sich nicht ausschliefen, dass die Peptide in hoheren
Konzentrationen antimikrobielle Wirkung gezeigt hatten.

Weiterhin konnten Spezies-abhangige Unterschiede die ausbleibende antimikrobielle Wirk-
samkeit erklaren: Mangels Verfugbarkeit wurde im Falle von SLPI auf eine humane Rekombi-
nante zurickgegriffen, beim LAP auf eine Rekombinante vom Wasserbuffel. Dies ist insofern
relevant, da die getesteten Pathogene gangige Mastitis-Erreger beim Rind sind. Zum jetzigen
Zeitpunkt ist noch nicht bekannt, ob die artspezifischen Rekombinanten unterschiedliche
Erreger-spezifische Wirksamkeit zeigen. Auch eine nicht vorhandene biologische Wirksam-
keit wird bei rekombinanten Peptiden immer wieder beschrieben und konnte das Ausbleiben
einer antimikrobiellen Wirkung erklaren.
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RNA-Gewinnung fur die RT-qPCR
aus bovinem Euterparenchym

Franziska Kienzle
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Betreuer/in: Dr. Frank Weber, Sandra Kirsch

Einleitung

Fur die RNA-Gewinnung aus Geweben gibt es verschiedene Isolations-Kits, die zur Anwen-
dung auf dem Markt zur Verfliigung stehen. An der Klinik fur Wiederkauer wird schon seit
langerem das RNA Mini Kit von Bio&SELL erfolgreich verwendet und wurde deshalb auch
fur die Dissertation zur Untersuchung von bovinem Euterparenchym eingesetzt. Das Prinzip
bei diesem RNA-Isolations-Kit beruht darauf, dass durch mehrere Zentrifugationsschritte die
Zellbestandteile, wie Zellorganellen oder auch DNA, abgetrennt werden. Durch darauffol-
gende Waschschritte, die die Probe aufreinigen, wird anschliefend die reine RNA gewonnen.

Im weiteren Verlauf kontrolliert man mit Hilfe des ,,Experion”, ein Gerét von Bio-Rad Labora-
tories, die Qualitat der gewonnenen RNA, indem vollautomatisch nach Beladung eines Chips,
ein computergestutztes Elektropherogramm, sowie ein virtuelles Elektrophorese-Gel erstellt
werden. Mit Hilfe dieser Grafiken kann eingeschatzt werden, wie gut die RNA-Qualitat ist.
Zusatzlich gibt das Programm auch automatisch einen sogenannten RQI-Wert (RNA-Quali-
ty-Index) aus. Der RQI-Wert ist ein fiktiver Wert und reicht von 1 bis 10, wobei 10 der best-
moglichste Wert ist. Das heif3t, die RNA ist vollstandig intakt. Ein Wert von 1 bedeutet, dass
die RNA vollstandig fragmentiert beziehungsweise degeneriert ist. Diese Einschatzung ist
sehr wichtig, da die RNA sehr fragil und empfindlich ist, sie sich schnell zersetzt, wenn die
Gewebeproben nicht optimal gelagert werden und sie ebenso durch RNasen schnell abgebaut
wird. Um jedoch optimal mit der extrahierten RNA weiter arbeiten und eine RT-qPCR durch-
fuhren zu konnen, bendtigt man mindestens einen RQI-Wert von 5.

Problem und Losungsansatze

Bei der Bearbeitung der Gewebeproben aus bovinem Euterparenchym erscheinen die ausge-
gebenen RQI-Werte und angeblichen RNA-Konzentrationen des Programms unrealistisch
hoch und stimmen nicht mit den ausgegebenen Elektropherogrammen uberein.

In dem Elektropherogramm sind nicht nur die typischen 18S- und 28S-Peaks zu sehen,
sondern zusatzlich ein dazwischen liegender Peak, der so nicht eindeutig zugeordnet werden
kann. Zudem sind die RNA-Banden im Elektrophorese-Gel stark verwaschen und undeutlich
voneinander getrennt.

Schon vorausgehend vor dem Projekt wurde die Vermutung angestellt, dass es sich hierbei
um eine DNA-Kontamination handeln konnte. Aus diesem Grund stellte sich mit Beginn des
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Abbildung 1: Elektropherogramm nach RNA-Gewinnung aus bovinem Euterparenchym Abbildung 2:
Elektrophorese-Gel
zu Abbildung 1

Projekts die Frage, warum es zu dieser DNA-Kontamination kommt oder wieso eventuell die
DNA nicht vollstandig herausgefiltert wird, beziehungsweise ob eventuell auch eine andere
Verunreinigung vorliegt.

Mit der Vermutung einer DNA-Kontamination galt es die Schritte, die die DNA abtrennen
sollten, genauer zu untersuchen. Ein Ansatz war es die DNA-Abtrennung mittels
Zentrifugationssaule zu wiederholen oder durch Verwendung kleinerer Mengen, welche auf
die Zentrifugationssaulen aufgetragen wurden, die Saulen zu entlasten. Allerdings konnte
dadurch keine Anderung der Ergebnisse erreicht werden. Auch die Verlingerung der Zeit im
Lysepuffer, um die Probe besser auf die Weiterverarbeitung vorzubereiten, verbesserte die
Ergebnisse nicht.

Der Einsatz einer DNase, die die vermutete DNA verdauen und somit die Probe reinigen
sollte, erbrachte den gewlinschten Erfolg. Allerdings waren die Ergebnisse nicht zuverlassig.
Dies lag daran, dass die DNase einen speziellen pH-Bereich bendétigt, um optimal arbeiten zu
konnen. Aus diesem Grund wurde nun zusatzlich zu der DNase auch ein DNase-
Reaction-Buffer zugegeben, wodurch ein optimales Milieu garantiert wird.

Um dieses Ergebnis zu bestatigen, gibt es die Moglichkeit die RNA-Probe photometrisch
zu untersuchen. Hierfir wurde das ,Pearl” Nanophotometer der Firma Implen verwendet.
Um eine Aussage uber die Qualitat, d.h. die Konzentration der Probe zu bekommen, wird
die Absorption bei 260 nm gemessen. Zusatzlich wird die Absorption bei 230 nm, Detektion
von Zucker, Salzen und Phenolen und bei 280 nm, Detektion von Proteinen, bestimmt. Das
Verhaltnis aus diesen Ergebnissen (A260/280 und A260/230) gibt eine Aussage Uber die Rein-
heit der Probe. Bei reiner RNA sollte das Verhaltnis von A260/280 bei 2,0 liegen sowie das
von A260/230 bei = 2,0.



Bei den Proben mit eingesetzter DNase und DNase-Reaction-Buffer konnte der Wert von
2,0 bei dem Verhaltnis von A260/280 zuverlassig ermittelt werden. Jedoch fiel auf, dass das
Verhaltnis von A260/230, welches wie oben beschrieben Verunreinigungen mit Zucker, Salzen
oder Phenolen anzeigt, deutlich zu niedrig und die Probe somit immer noch verunreinigt
war. Aus diesem Grund wurde ein zusatzlicher Waschschritt mit Ethanol eingefuhrt, welcher
vom Hersteller empfohlen wurde, sollten die Proben verunreinigt sein. Dieser alleine reichte
allerdings nicht aus, es musste zusatzlich die sogenannte , Trockenzentrifugation” ganz am
Ende nach allen Waschschritten verlangert werden.

Dieser Schritt soll sicherstellen, dass alle Reste, die sich noch auf der Saule befinden, abzen-
trifugiert werden und anschlieBend die reine RNA herausgelost wird.
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Abbildung 3: Elektropherogramm nach RNA-Gewinnung mit Verwendung von DNase Abbildung 4:

und DNase-Reaction-Buffer Elektrophorese-Gel

zu Abbildung 3

Ergebnis

Aus den gewonnenen Ergebnissen lasst sich schlussfolgern, dass es in den Proben einerseits
eine DNA-Kontamination gibt, aber andererseits auch organische Bestandteile die Reinheit
der Probe beeinflusst haben. Durch den Einsatz von DNase gemeinsam mit dem DNase-
Reaction-Buffer kann die Kontamination beseitigt werden. Mit Hilfe des zusatzlichen Wasch-
schritts und der verlangerten Trockenzentrifugation erhoht man zusatzlich die Reinheit der
Probe.

Wieso es zu diesen Problemen mit dem Kit bei der Verwendung von bovinem Euterparenchym
kommt, ist nicht bekannt. Vermutlich liegt es an der Gewebestruktur, durch die die Zentrifu-
gationssaule nicht optimal funktioniert und Reste von DNA sowie andere Bestandteile in der
Probe verbleiben.

Personliche Erfahrung

Ich personlich finde das VETResearch Programm eine gute Moglichkeit, die Arbeit im Labor
kennenzulernen und weitere Erfahrungen uber das Studium hinaus zu sammeln. Durch die
Bearbeitung meines Projekts konnte ich das erste Mal im Studium Einblicke in die wissen-
schaftliche Arbeit bekommen. Es lauft nicht immer alles wie geplant, auch wenn viele
Methoden schon mehrere Male erfolgreich angewendet wurden. Immer wieder kommen neue
Probleme auf, aber ebenso auch neue Wege. Gerade das macht es doch immer spannend und
es war fur mich auch eine groRe Bereicherung hinsichtlich der Entscheidungsfindung fur eine
spatere Dissertation.

Mein Dank geht dabei auch an meine beiden Betreuer Dr. Frank Weber und Sandra Kirsch,
die mich sehr gut an das Thema herangefuhrt und in die Laborarbeit hervorragend eingear-
beitet haben. Sie haben mich wahrend der Bearbeitung meines Projekts sehr gut begleitet
und standen mir dabei auch immer gerne mit Rat und Tat zur Seite.
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Verlasslichkeit der Diagnose einer Bakteriurie bei
automatisierter Harnsedimentanalyse bei Katzen

Elisabeth Neubert
Medizinische Kleintierklinik
Betreuerin: PD Dr. Karin Weber

Personliche Erfahrung

Durch das VETResearch Projekt hatte ich nicht nur die Moglichkeit, essentielle Fertigkeiten
zum wissenschaftlichen Arbeiten zu erlernen und zu vertiefen, auch erfuhr ich, wie es ist,
an einem eigenen Projekt Giber mehrere Monate zu arbeiten und sich dabei selbst zu organi-
sieren. Ich hatte das Glick, hervorragend betreut zu werden und konnte mit jeder Frage oder
Absprache vorbeikommen. Auch die Prasentation der Ergebnisse im Rahmen des Retreats
sehe ich als wunderbare Vorubung fur eine Doktorarbeit. Ich kann es nur jedem warmstens
empfehlen, sich ebenfalls fur ein VETResearch Projekt zu bewerben, da ich darin ausschlieR-
lich Vorteile sehe! Auch ich werde mich erneut bewerben.
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Verldsslichkeit der Diagnose einer Bakteriurie bei
automatisierter Harnsedimentanalyse bei Katzen

Zielsetzung

e Ziel der Studie war es, die Verlasslichkeit der
automatisierten Harnsedimentanalyse im Bezug auf
eine Bakteriurie zu evaluieren.

* Bei der automatischen Erkennung von
Urinsediment- Bestandteilen kénnen in ungefarbten
Proben Stébchen und Kokken detektiert werden.

eDa auch weitere kleine Urinbestandteile (z.B.
Kristalle) als Bakterien interpretiert werden kénnen
(falsch positive Aussage) oder zu geringe Mengen
an Bakterien nicht detektiert werden (falsch
negative Aussage), galt es, die Vorhersage des
Geréts durch Vergleich mit den Ergebnissen der
bakteriologischen Untersuchung zu Uberprifen.

Zusammenfassung

> Wenn weder das Analysegerdt noch ein Betrachter
von Fotos aus dem Analysegerdt Bakterien im
Sediment findet, so ist kein Bakterienwachstum
oberhalb des Cut- offs nachweisbar.

Y

Wenn Analysegerdt und Betrachter Stabchen oder
Kokken Ubereinstimmend detektieren, wird dies in
der bakteriologische Untersuchung in ca. 90% der
Falle bestatigt.

Y

Als weiterer Parameter zur Bewertung einer
Bakteriurie ist es ebenfalls ratsam, die
Leukozytenzahl zu bericksichtigen.

Material & Methoden

Ausgangsmaterial waren 304 Datensdtze von Katzen,
welche im Zeitraum vom 01.01.2018- 31.12.2018 eine
automatisierte Urinsedimentanalyse (Idexx Sedivue) mit
anschlieBender bakteriologischer Untersuchung (BU)
erhielten. Unter diesen waren 191 auswertbare
Datensétze.

Insgesamt wurden die Ergebnisse von 168 Tieren
untersucht, darunter 145 Katzen mit nur einer Messung,
17 mit zwei Messungen und 6 Tiere mit vier oder mehr
Messungen.

Das Geschlecht der Tiere, sowie die Art der
Uringewinnung wurde ebenfalls erfasst.

ménnlich mmk: mannlich, kastriert  mZysto: Zystozentese mK: Katheter
weiblich mwk: weiblich, kastriert  BS: Spontan

Abb. 1: Geschlecht der Tiere Abb. 2: Urinart

Die Ergebnisse des Analysegerdts im Bezug auf die
Anwesenheit von Bakterien werden in 3 Kategorien
aufgeteilt: None to rare, Suspect presence und Present.
Der Betrachter evaluierte drei vom Analysegerat
gespeicherten Bilder nach dem selben Schema.

Erst anschlieBend wurde das Ergebnis der
bakteriologischen Untersuchung ausgewertet und die
Anzahl sowie Art der gewachsenen Bakterien
festgehalten.

Die Leukozytenzahl wird ebenfalls bei der automatischen
Harnsedimentanalyse erfasst. Dabei erfolgt die Einteilung
von 0, 1-5, 6-20, 21-50 bis <50 Leukozyten pro high-
power field (HPF).

In 191 ausgewerteten Datensdtzen war bei 153 Proben
(80%) kein bakterielles Wachstum oberhalb des Cut- offs
von 103 Colony forming Units (CfU) bei Zystozentese- bzw.
104 CfU bei Spontanurin zu verzeichnen.

Bei 96 Proben (36%) wurden weder vom Gerat noch vom
Betrachter Bakterien detektiert. Bei keiner dieser Proben
war ein Bakterienwachstum oberhalb des Cut- offs
nachweisbar. Der negative Vorhersagewert lag hier bei
100%.

Abbildung 3 und 4 zeigen die Ergebnisse flr die getrennte
Beurteilung von Stabchen und Kokken. Sowohl die
negativen als auch die positiven Vorhersagewerte erweisen
sich als sehr gut fir die Beurteilung ,None to rare' und
,Present' bei Ubereinstimmung von Ger&t und Betrachter.
Abweichungen kénnen durch antibiotische Vorbehandlung
entstehen (Bakterien sichtbar, aber nicht kultivierbar), oder
durch falsche Einordnung der Bakterienart (Stabchenart,
die als ,Kokken' klassifiziert wird). Bei 46 Proben (24%)
wurden ,Stabchen' und bei 111 Proben (58%) wurden
,Kokken' nicht Ubereinstimmend beurteilt.

Stabchen | Stabchen Kokken | Kokken
< Cut- off | > Cut- off < Cut- off| > Cut- off
‘Analysegerat: None to rare | 121 2 Analysegerat: None torare | 75 o
Betrachter: None to rare rachter: None to rare
‘Analysegerat: Present 2 20 ‘Analysegerat: Present 1 4
Betrachter: Present Betrachter: Present

Abb. 3: Stabchen im Harnsediment Abb. 4: Kokken im Harnsediment

Die Anzahl der Leukozyten korreliert mit dem
Bakterienwachstum. Bei weniger als 20 Leukozyten/HPF
sind nur in 7,7% der Proben Bakterien nachweisbar. Bei
mehr als 20 Leukozyten/HPF sind bei 70,3% der Proben
Bakterien nachweisbar (Abb. 5).
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Durchflusszytometrische Analyse des Milch-
Differentialzellbildes in-vivo und post mortem
Lisa Oberberger

Klinik fur Wiederkdauer mit Ambulanz und Bestandsbetreuung
Betreuer/in: Dr. Marie Meyerholz, PD Dr. Wolfram Petzl, Dr. Frank Weber

fiir exzellente

Hintergrund

In Vorgangerprojekten der Mastitis-Arbeitsgruppe der Klinik fur Wiederkauer der LMU
Muinchen wurden am Schlachthof Gewebestiicke aus Eutervierteln entnommen, um immuno-
logische Fragestellungen in-vitro zu bearbeiten. Zur Verifizierung, ob es sich um ein gesundes
Euter handelte, wurde das Euter der Spendertiere vor der Schlachtung palpatorisch sowie auf
makroskopische Veranderungen des jeweiligen Sekretes, der Zellzahl sowie bakteriologischer
Befunde der daraus gewonnenen Milch untersucht. Geeignete Spendertiere sollten im Bezug
auf die Zellzahl der beprobten Viertel 200.000 Zellen/mL nicht Gbersteigen und beziglich
der mikrobiologischen Untersuchung sollten keine sogenannten ,Major Pathogens” wie E.
coli, Staphylococcus aureus sowie Streptococcus subspecies nachweisbar sein. Aus Grinden
des Tierwohls konnen seit kurzem die Spendertiere nicht mehr vor der Schlachtung beprobt
werden, somit wurde das Protokoll auf die Untersuchung der gleichen Parameter an bereits
geschlachteten Kiihen umgestellt. Es stellte sich jedoch heraus, dass die genannten Anfor-
derungen nicht direkt Ubertragbar waren. Obwohl palpatorische Veranderungen des Euters
sowie makroskopische Veranderungen des Sekretes und positive bakteriologische Befunde
ausgeschlossen wurden, lagen die Zellzahlen in der Milch geschlachteter Kihe immer
> 200.000 Zellen/mL und haufig > 1.000.000 Zellen/mL. Um zu untersuchen, inwiefern der
Tod bzw. die Schlachtung einen Einfluss auf die Verteilung der Zellpopulation in der Milch
haben und um die Auswahlkriterien gegebenenfalls anzupassen, wurde die Milch von toten,
geschlachteten und lebenden Kiihen im Rahmen dieses Projektes durchflusszytometrisch
analysiert und anschlieBend die Ergebnisse zwischen den Gruppen verglichen. Im Fokus der
Betrachtung lagen die in der Milch zu findenden Immunzellen: neutrophile Granulozyten,
lymphoide Zellen und Makrophagen/Epithelzellen.

Material und Methoden

Zur Bearbeitung der oben genannten Fragestellung wurden verschiedene Gruppen von Kuhen
herangezogen und auf je vier Eutervierteln beprobt: neun Kiihe des Lehr- und Versuchsgutes
der LMU Miinchen, zehn Kihe nach der Schlachtung sowie sechs Patientenkihe der Klinik fir
Wiederkauer (n=3 lebend, n=2 vor und zu mehreren Zeitpunkten nach der Euthanasie und n=1
11 h post mortem). Reprasentiert wurden die Gruppen durch die Rassen Fleckvieh, Holstein
und Braunvieh. Das Milchsekret aller beprobten Kihe war makroskopisch unauffallig. Bevor
die Milch fir die Durchflusszytometrie aufbereitet wurde, wurden die Proben bakteriologisch
auf das Wachstum von ,,Major Pathogens” untersucht und die somatische Zellzahl wurde
bestimmt.

LMU Forschungspreis

Studierende 2019

Abbildung 1: Fiir jede beprobte Kuh wurden die Milchproben fiir die bakteriologische Untersuchung je auf den verschie-
denen Agarplatten aufgebracht. Von links nach rechts: Columbia sheep blood agar, edwards agar, violett red bile agar

Das Milchsekret wurde zunachst adspektorisch in einer Viertelgemelkschale beurteilt,
um einen ersten Eindruck vom Milchcharakter zu bekommen und anschlieBend mittels
California—Mastitis—Test (CMT) auf erhohten Zellgehalt untersucht. Die absolute Quantifizie-
rung der somatischen Zellzahl (Somatic Cell Count, SCC) erfolgte fluoreszenzoptisch tber das
Zellzahlmessgerat DCC der Firma DelLaval. Fiir die bakteriologische Untersuchung wurden die
Zitzen grundlich mit Alkohol und Zellstoff gesaubert, 5-10 mL Milch in sterile Polystyrol-Rohr-
chen entnommen sowie auf drei verschiedenen Agarplatten (Abbildung 1) aufgebracht und
bei 37 °C in einem Brutschrank inkubiert. Die Platten wurden hinsichtlich Morphologie und
Wachstumsverhalten nach 24 und 48 h beurteilt.

Fur die durchflusszytometrische Analyse wurden pro Euterviertel 50 mL Milch in Zentrifu-
genrohrchen gewonnen, dreimal abzentrifugiert, entrahmt, dekantiert und mit Phosphat-
gepufferter Salzlosung (PBS) gewaschen. Die so entstandene Zellsuspension wurde mit
PBS versetzt. Diese aufgereinigten Milchzellen wurden in 1,5 mL EppendorfgefaRe aliquo-
tiert und mit zwei Farbstoffen versetzt: Zum einen mit Acridin-Orange (Firma Polysciences
Inc., 0,01 %), um alle DNA- bzw. RNA- haltigen Zellen anzufarben und zum anderen mit
Propidiumiodid (Sigma-Aldrich, 10 %). Propidiumiodid interagiert zwar ebenfalls mit der
DNA der Zelle, durchdringt jedoch nur die defekte Zellmembran von toten Zellen. Uber
die verschiedenen Emissionsmaxima der beiden Farbstoffe konnen lebende Zellen in den
Densityplots der Auswertungssoftware des Durchflusszytometers (AccuriFlow, BD Bios-
ciences) identifiziert werden. Um nun aus den vitalen Zellen die Immunzellen hervorzuheben,
werden die Charakteristika Granularitat und ZellgroBe genutzt. Beide Parameter werden von
dem Durchflusszytometer erkannt und konnen in Form des Seitwartsstreulichts (side scatter,
SSC-A) bzw. Vorwartsstreulichts (forward scatter, FSC-A) als x- bzw. y- Achse des Density-
plots herangezogen werden. Mithilfe dieser KenngréBen konnen innerhalb der Immunzellen
verschiedene Zellgruppen angesprochen werden. In dieser Auswertung wurden folgende
Populationen ausgewertet: neutrophile Granulozyten, lymphoide Zellen und Makrophagen/
Epithelzellen. Neutrophile Granulozyten besitzen aufgrund ihres Zellaufbaus eine hohere
Granularitat und sind groRer als die Lymphozyten. AuBerdem wurden diese einzelnen Zell-
gruppen in Vorgangerprojekten mit spezifischen Antikorpern markiert, um sie eindeutig
zu identifizieren. Im Rahmen dieses Versuches wurde zur durchflusszytometrischen Aufarbei-
tung auf bestehende Auswertungsschemata zuriickgegriffen (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Gezeigt sind Density plots aus der durchflusszytometrischen Analyse des Milchsekeretes eines Patienten
der Klinik fiir Wiederkéauer elf Stunden post mortem. Von links nach rechts ist das Vorgehen zu erkennen, um im letzten
Bild die Aufschliisselung nach Immunzellpopulationen zu erhalten. Im dargestellten Fall sind neutrophile Granulozyten
stdrker vertreten, was auf ein entziindliches Geschehen hindeutet.

Im Anschluss wurden fiir jede Population die Daten bezuglich ihres prozentualen Anteils an
der Gesamtleukozytenzahl sowie GrofRe, Granularitat und Vitalitat im Fischer-Test gegen-
Ubergestellt. Dafur wurden die open-source-Software ,,R” und das Programm ,R Studio”
verwendet.

Ergebnisse

Bei den 25 getesteten Kihen stellte sich heraus, dass geschlachtete Kiihe eine signifikant
hohere Zellzahl in der Milch aufweisen als lebende, obwohl sich fir das Auftreten der ,,Major
Pathogens” kein Unterschied ergab. Dabei zeigte der Vergleich der durchflusszytometrisch
erhobenen Daten, dass es sich vermehrt um Immunzellen handelt. Bei den Schlachthoftieren
war ein signifikant hoherer Anteil von neutrophilen Granulozyten zu finden, wobei diese gleich-
zeitig auch groRer waren. Bei den lebend beprobten Kilhen dagegen waren die Lymphozyten
starker vertreten. Die Anzahl an vitalen Zellen unterschied sich hingegen nicht (Abbildung 3).

PMNs in % bezagen auf Euterviertel

Abbildung 3: Erkennbar ist hier der signifikant
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Interessanterweise konnte bei den wenigen Kuhen, die direkt nach der Euthanasie beprobt
wurden, diese Beobachtung nicht eindeutig bestatigt werden. Hier kam es zwar post mortem
ebenfalls zu einem erkennbaren Anstieg der Zellzahl, jedoch nicht in dem MaRe wie bei Milch
der geschlachteten Kuhe und auBerdem erst ab 40 Minuten post mortem. Dieser Zeitpunkt
ist wesentlich spater als die beobachteten Veranderungen im Milchsekret der geschlachteten
Kuhe. Die Probennahme am Schlachthof erfolgte nach Abtrennung des Euters, circa 10-20
Minuten post mortem. Darlber hinaus stellt sich die Zunahme an Immunzellen im Milchse-
kret von euthanasierten Kuhe durchflusszytometrisch weniger imposant dar im Vergleich zum
Milch-Differentialzellbild geschlachteter Kihe (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Vergleichende Darstellung der durchflusszytometrischen Analyse des Milchdifferentialzellbildes einer
euthanasierten Kuh 40 Minuten post mortem (obere Reihe) und einer geschlachteten Kuh (untere Reihe).

Diskussion und Ausblick

Schlussendlich stellt sich die Frage, weshalb sich euthanasierte und geschlachtete Kuhe
bezliglich der untersuchten Parameter unterscheiden. Mehrere Faktoren konnten die Unter-
schiede bedingen: der Stress bei Verladung und Transport des Rindes konnte eine Rolle
spielen, wobei dann diskutiert werden konnte, ob sich nicht fur alle lebenden Kuhe, die an
der Wiederkauerklinik der LMU beprobt wurden, eine erhohte Zellzahl ergeben miusste,
was nicht der Fall war. Des Weiteren kame die mechanische Belastung beim Abtrennen des
Euters als Ursache fur die beobachteten Unterschiede in Frage. Allerdings handelt es sich
bei den gefundenen Zellen um Immunzellen. Es ware also denkbar, dass chemotaktische
Reize bzw. Diapedese stattfinden wie bei einem entziindlichen Geschehen, was fur lediglich
mechanisches Abtrennen in der Literatur nicht beschrieben ist. Ursachlich konnte auBerdem
die unterschiedliche Art des Todes darstellen: Betaubung und Ausbluten im Vergleich zur



Euthanasie. Da bisher in der Literatur nicht beschrieben ist, ob es beim Ausbluten zu Chemo-
taxis der Immunzellen kommt, musste dieser Aspekt differenziert untersucht werden. Dafur
mussten Proben von lebenden Kiihen kurz vor der Schlachtung und post mortem miteinander
verglichen werden. Mdglicherweise kann diese Theorie in weiteren Projekten tberprift und
detaillierter untersucht werden.

Personliche Erfahrung

Zunachst mochte ich mich bei der gesamten Klinik fir Wiederkauer bedanken. Mein beson-
derer Dank gilt Frau Dr. Marie Meyerholz und Herrn Dr. Wolfram Petzl sowie dem Laborteam
Frau Sandra Kirsch und Herrn Dr. Frank Weber.

Aufgrund einer stets guten Zusammenarbeit erhielt ich innerhalb kurzer Zeit einen inten-
siven Einblick in die Forschungstatigkeit der Mastitis-Arbeitsgruppe. Ganz selbstverstand-
lich wurde ich in das Team integriert und konnte im Rahmen meines Themas selbststandig
agieren. AuBerdem wurde es mir ermdglicht, auch an internen Meetings teilzunehmen, um
erste Ergebnisse meiner Arbeit vorzustellen und um an konstruktiven Diskussionen teilzu-
nehmen. Diese Erfahrung stellt auf jeden Fall eine personliche Bereicherung fiir mich dar,
insofern sich auch ein neuer Bereich aus dem facettenreichen Beruf des Tiermediziners fur
mich neu prasentierte.

Aus diesem Grund kann ich es jedem Interessenten und auch jedem, der gerne Forschungsar-
beit im Rahmen seiner Promotion betreiben mochte, nur empfehlen, ein VETResearch Projekt
zu bearbeiten.

A




IL10 Genexpression in bovinem Euterparenchym:
Abweichung einer Kontrollprobe bei der Durchfiihrung
der RT-qPCR

Luise Schmiderer
Klinik fur Wiederkauer mit Ambulanz und Bestandsbetreuung
Betreuer/in: Dr. Frank Weber, Sandra Kirsch

Einleitung

IL10 ist ein Gen aus der Entziindungskaskade, das fir das gleichnamige antiinflammatorische
Zytokin codiert, das in Vorgangerprojekten charakterisiert wurde. Bei der Durchfiihrung der
RT-qPCR ist eine Abweichung einer Kontrollprobe aufgefallen, die naher untersucht werden
soll.

Das Prinzip

Aus einer Probe von bovinem Euterparenchym wurde die Gesamt-RNA isoliert und aufge-
reinigt. Um eine PCR durchzufiihren, benotigt man DNA. Hierfir wird der RNA das Enzym
Reverse Transkriptase (RT) zugesetzt. Der Farbstoff SYBR Green dient dem Nachweis doppel-
strangiger DNA. Bindet er an diese, fluoreziert der DNA-SYBR-Green Komplex und kann im
Rahmen der PCR quantifiziert werden (+RT-Kontrolle).

Wird im Umkehrschluss der RNA keine Reverse Transkriptase zugesetzt, wird keine cDNA
gebildet und SYBR Green kann nicht binden, da keine doppelstrangige DNA vorhanden ist. Es
kommt zu keinem positiven Signal (-RT-Kontrolle).

Prinzip + RT in der PCR
Prinzip — RT in der PCR

mRNA ) cDNA mRNA * ¢DNA
+RT : - . . keine RT
f:::;:r'“ bindetan ds-DNA : s MR -> Keine doppelstréngige DNA, die an SYBR Green

binden kann

o ! o
."”IIIHII"'IIII".III"'IIIJI"'III".III..

Bildquelle:
www.researchgate.net/figure/SYBRR-Green-I-detection-mechanism-SYBRR-Green-I-is-1-000-fold-more-fluorescent-in-the_fig2_257371648

Ergebnisse, die in der PCR gewonnen und publiziert werden, sollen sich an den MIQE-Gui-
delines (Minimum information for Publication of Quantitative Real-Time-PCR Experiments)
orientieren, die der Qualitatssicherung dienen. Eine Vorgabe dieser Guidelines besagt, dass
die -RT-Kontrolle negativ sein soll.

Sonderbar ist, dass die -RT-Kontrolle von allen im Kliniklabor Uberpriften Genen nur bei
IL10 positiv ausfallt.

Versuch: Messung der IL10-Proben mit 2 unterschiedlichen Sonden

Was kann das positive Signal auslosen?

1. Eine DNA-Kontamination - Aber durch das neue Aufreinigungssystem ist eine Verunreini-
gung mit genomischer DNA mit hoher Wahrscheinlichkeit auszuschlieBen. AuBerdem er-
halten wir nur bei diesem Gen ein positives Signal.

2.Ein Primer-Problem - Aber IL10 wurde damals sequenziert und eine funktionierende Stan-
dardkurve wurde erstellt. Die Primer sind Exon uberspannend.

Standardkurve von IL 10

Ziel des Versuchs

Verursacht IL10 selbst das positive Signal in der PCR in der -RT-Kontrolle?

»


https://www.researchgate.net/figure/SYBRR-Green-I-detection-mechanism-SYBRR-Green-I-is-1-000-fold-more-fluorescent-in-the_fig2_257371648

Unterschied zwischen SYBR Green und TagMan

Die PCR wurde einmal mit einer eigens designten Sonde und eigenen Primern und
anschlieBend mit einer Sonde der Firma Thermo Fischer durchgefuhrt, deren Primer uns
nicht bekannt sind.

PCR mit SYBR Green-Farbstoff PCR mit Sonde

Signal bei jeglicher doppelstrangiger DNA
— unspezifisch

Signal strikt sequenzspezifisch
— hochspezifisch

Das Messergebnis

RT-qPCR mit SYBR Green und TagMan mit IL 10

Probennahme Mittlerer ct-Wert M.ittlerer ct-Wert Mittlerer ct-Wert
SYBR Green eigener Sonde TagMan
IL 10_24R 21,7 25,3 311
IL 10_24R 21,7 25,3 311
24R-RT 21,9 25,2 Kein Ct
24R-RT 21,9 25,2 Kein Ct
Auswertung

Sowohl bei der Durchfihrung mit SYBR Green und der eigenen Sonde erhalten wir ein
positves -RT-Signal. Die -RT-Kontrolle bei dem mit der vorgefertigten TagMan-Sonde durch-
gefuhrten Experiment fallt hingegen negativ aus. Das negative Ergebnis der -RT-Kontrolle
bei der Durchfuhrung mit IL10 lasst vermuten, dass es sich nicht um IL10 in der -RT handelt.

Vermutung

Wahrscheinlich handelt es sich doch um ein Primer-Problem.

Der nachste Schritt

Das Produkt aus der -RT-Kontrolle auf ein Gel auftragen und ausschneiden, um sicher zu
gehen, was tatsachlich das positive Signal auslost.

Personliche Erfahrungen

Der Einblick in die Forschungswelt, den mir das VETResearch Projekt ermdglicht hat, sehe ich
als groRen personlichen Gewinn. Besonders gefallen hat mir, dass ich praktisch und selbst-
standg arbeiten durfte und nicht nur in dritter Reihe stand.

Wahrend des Studiums konnte ich mir nie wirklich vorstellen, was es bedeutet, zu promo-
vieren. Durch das Hineinschnuppern in die Forschung habe ich nun ein genaues Bild, was
mir letztendlich in meiner Entscheidungsfindung bezuglich meiner weiteren Karriere sehr
geholfen hat.

Ich mochte mich herzlich bei meinen Betreuern Herrn Dr. Frank Weber und Frau Sandra
Kirsch bedanken, die mir stets geholfen haben und immer ein offenes Ohr fur mich hatten. Es
hat mir sehr viel Spall gemacht!



Einsatz von ovinen und bovinen ELISA zur genaueren
Definition von PAG Verlaufen sowie einer
verlasslicheren Fruhtrachtigkeitsdiagnose beim Schaf

Anne Simoni
Klinik fur Wiederkauer mit Ambulanz und Bestandsbetreuung
Betreuer/in: Dr. Katja Voigt, Dr. Frank Weber

Einleitung

Als etablierte Methode und Gold Standard der Trachtigkeitsdiagnose fur kleine Wiederkauer
gilt momentan die Ultraschalluntersuchung, die transabdominal ab Tag 35 der Trachtigkeit
verlassliche Ergebnisse liefert. Da der sichere Umgang mit einem Ultraschallgerat jedoch
Routine und Ubung erfordert, sollte dieses Projekt alternative Méglichkeiten der Trichtig-
keitsuntersuchung durch Nachweis trachtigkeitsassoziierter Glykoproteine (Pregnancy-asso-
ciated glycoproteins, PAGs) untersuchen.

PAGs werden in den mono- und binuclearen Trophoblastenzellen der Plazenta synthetisiert.
Sie werden ab Implantation der Eizelle bis 1-2 Tage vor der Geburt produziert. Ihre physio-
logische Wirkung ist noch nicht abschlieBend geklart. Klar ist aber die Nachweisbarkeit in
Blut und Milch. Dies wird in der Rindermedizin bereits erfolgreich zur Trachtigkeitsdiagnose
genutzt. Beruhend auf der Tatsache, dass sich die PAGs der Rinder und Schafe zu 75% glei-
chen (Xie et al. 1991), sollte nun die Praktikabilitat des Nachweises von den fur Rinder etab-
lierten PAG-Tests bei Schafen untersucht werden.

Material und Methoden

Aus einem vorangegangenen Projekt (Steckeler et al. 2019) zeigte sich bereits die Moglich-
keit, ovine PAGs erfolgreich mit einem bovinen qualitativen ELISA-Schnelltest von der Firma
IDEXX zu detektieren. Es handelte sich um den IDEXX Rapid VISUAL Pregnancy Test,
welcher in 30 Minuten ohne weiterflihrendes Laborequipment durchfiihrbar ist und dessen
Ergebnis optisch beurteilt wird. Doch die Ergebnisse zeigten Einbriiche der Sensitivitat in der
Fruhtrachtigkeit und in der Spezifitat post partum.

In diesem Projekt werden 2 ELISA, ein semiquantitativer boviner ELISA ebenfalls von der
Firma IDEXX und ein quantitativer oviner PAPPA (pregnancy associated polypetid A)-ELISA
der Firma MyBiosource verwendet. Die Ergebnisse werden photometrisch bestimmt. Dies
sollte eventuell aufgetretene diagnostische Unsicherheiten des optisch beurteilten Schnelltests
aufgrund von Verfeinerung der Arbeitsweise und photometrischer Beurteilung ausschlieBen.

Als Probenmaterial standen Serum- und Plasmaproben des vorangegangenen Projekts
(Steckeler et al. 2019) zur Verfugung. Dieses wurde zum einen von 11 Schafen ante partum
wochentlich von Tag 14 bis 49 und nachfolgend monatlich von Tag 60 bis 149 und zum
anderen von 10 Schafen post partum wochentlich bis Tag 63 entnommen.

Bei dem bovinen PAG ELISA der Firma IDEXX handelt es sich um einen Sandwich ELISA, der
jeweils im Doppelansatz fur die Serum- und Plasmaproben durchgefihrt wurde, wahrend es
sich bei dem PAPPA ELISA Test Kit der Firma My Biosource um einen kompetitiven ELISA,
der mittels Standardkurve quantitativ ausgewertet werden kann, handelte. Es wurde ein einfa-
cher Ansatz der Serum- und Plasmaproben nach Herstellerangaben durchgefuhrt.

Ergebnis

Aufgrund des Fehlens jeglicher Korrelation des PAPPA ELISA Kits zu den Ergebnissen
der Trachtigkeitsuntersuchungen per Ultraschall, welche sich beispielsweise durch nied-
rige Konzentrationen trachtiger Tiere und hoher Konzentrationen mannlich-intakter Tiere
abzeichnete, wurde dieser ELISA letztendlich von der Datenauswertung ausgeschlossen. Es
fand daher ein Vergleich der Sensitivitat und Spezifitat zwischen den Daten des vorangegan-
genen Projekts (IDEXX Rapid VISUAL Pregnancy Test ) und dem bovinen IDEXX ELISA des
gegenwartigen Projekts statt.

Serum Abbildung 1: Vergleichende Sensitivitit
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Serum Abbildung 2: Vergleichende Spezifitit
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Die Sensitivitat im Verlauf der Trachtigkeit (Abbildung 1) sowie die Spezifitat bei nicht-
tragenden Tieren post partum (Abbildung 2) beider Tests zeigte ahnliche Verlaufe.

In der Fruhtrachtigkeit zeigt sich im laborbasierten Test ebenfalls ein Einbruch der Sensitivitat
beider Testmaterialien, welcher sich nur etwas zeitlich verschoben darstellt.

Post partum deutet der IDEXX bovine Labor Test mit Plasma auf eine genauere Spezifitat
hin, da dieser als einziger alle beprobten Tiere am Ende des Beprobungszeitraums als richtig
negativ diagnostiziert.

Leider konnte anhand der neu durchgefuhrten Untersuchungen keine prazisere Aussage
in der Fruhtrachtigkeitsdiagnostik getroffen werden, trotz Ausschluss der diagnostischen
Unsicherheiten.

Dies veranlasst zu der Annahme, dass unterschiedliche PAGs zu unterschiedlichen Zeit-
punkten in der Trachtigkeit verschieden sezerniert werden. Sie erreichen unterschiedliche
Konzentrationen und besitzen individuell verschiedene Halbwertszeiten, was durch den
unterschiedlichen Verlauf post partum belegt werden kann.

Aus der Literatur sind ahnliche Projekte bekannt mit sensitiveren Ergebnissen, allerdings
erzielt durch sensitivere Untersuchungsverfahren sowie kleinere VersuchsgruppengroRen.
Weitergehende Forschung bietet sich an (Rovani et al. 2016).

Personliche Erfahrungen

Ich habe meine Zeitan der Klinik fir Wiederkauer sehr genossen. Durch nette Betreuung wurde
ein Rahmen gesetzt, in dem man Freiraum fir eigene Ideen haben konnte und gleichzeitig
einen Ansprechpartner fur Problem- und Hilfestellungen bekam. Es war sehr interessant, die
strukturierte Arbeit im Labor kennen zu lernen, den Fokus auf die relevanten Arbeitsschritte
zu setzen sowie Problemen und Fehlerquellen zu begegnen und an deren Losung zu feilen.

Das VETResearch Projekt hat fur mich einen Bereich der Tiermedizin beleuchtet, welcher mir
zuvor unbekannt war. Ich hoffe, dass auch in Zukunft ahnliche Projekte ermdglicht werden
konnen.
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Vergleichende Untersuchung der Kolostrumqualitat
beim Schwein mittels Refraktometer und ELISA

Sebastian Sterk
Klinik fur Schweine
Betreuerinnen: Dr. Sophie Gumbert, Dr. Susanne Zdls

Personliches Fazit

Das VETResearch Projekt hat mir groRen SpaR gemacht und ich kann es allen Studierenden
unserer Fakultat uneingeschrankt weiterempfehlen. Zum einen fand ich es motivierend, mit
Tieren praktisch zu arbeiten und gerade die selbststandige Geburtsuberwachung der Mutter-
sauen war eine spannende Erfahrung fir mich. Zum anderen war es interessant, Methoden
der Labordiagnostik (ELISA) in der praktischen Durchfihrung zu sehen und alle Schritte,
die es von der Probengewinnung bis zum Ergebnis und zur Auswertung braucht, nachver-
folgen zu konnen. Die Durchfiihrung eines Projekts mit lebenden Tieren lieB mich aber auch
erahnen, wie herausfordernd eine klinische Studie mit groBeren Probenzahlen wohl sein
muss, da man trotz aller Planungen nie genau vorhersagen kann, ob und inwiefern sich der
Plan auch tatsachlich am Tier umsetzen lasst. Diese Planungsunsicherheit im Umgang mit
Tieren macht das Arbeiten, wie ich finde, jedoch auch sehr spannend und umso belohnender
ist es, wenn am Ende ein brauchbares Ergebnis herauskommt.

Uberaus positiv in Erinnerung bleiben wird mir auch das herausragende Arbeitsklima an der
Klinik fur Schweine. Ab der ersten Sekunde fuhlte ich mich vom gesamten Team sehr herzlich
aufgenommen - vielen Dank dafir! Ganz besonders bedanken mochte ich mich bei meinen
Betreuerinnen Frau Dr. Sophie Gumbert und Frau Dr. Susanne Zéls, mit denen ich dieses tolle
VETResearch Projekt durchfihren durfte.

LUDWIG- TIERARZTLICHE FAKULTAT
MAXIMILIANS- | |ZENTRUM FUR KLINISCHE TIERMEDIZIN
|_|V|u UNVERSITATM) K LINIK FUR SCHWEINE

UNCHEN

Vergleichende Untersuchung der Kolostrumqualitidt beim Schwein
mittels Refraktometer und ELISA

S. Sterk, S. Z6ls', S. Gumbert!
Klinik fiir Schweine, LMU Miinchen, OberschleiRheim

Einleitung
Neugeborene Saugetiere sind aufgrund ihres noch nicht vollstandig at Immt auf die Ul gung maternaler Antikorp i 1'. Da beim

Schwein eine Ubertragung von Immunglobulinen (lg) auf die Ferkel aufgrund der Plazenta epitheliochorialis? diaplazentar nicht méglich ist, erfolgt dies ausschlieRlich

Uber die Kolostralmilch. Ferkel sind innerhalb der ersten 36 Lebensstunden in der Lage oral al e Uber die Dar imhaut zu
resorbieren’. Das Kolostrum unserer Hausschweine enthalt Ig der Isotypen A, G und M — wobei IgG mit rund 80% der im Kolostrum vorhandenen Antikorper die

vorherrschende Antikorperklasse darstellt’. In diesem VETResearch-Projekt sollte untersucht werden, ob die Kolostrumqualitdt von Sauen mit Hilfe eines

Refraktometers beurteilt werden kann. Die L wng des K mittels R koénnte fir den Landwirt eine im Stall durchfiihrbare, kostengiinstige

Methode darstellen die Qualitat des Kolostrums vor Ort zu (iberpriifen. Da der IgG-Gehalt im Kolostrum mittels ELISA bestimmt werden kann, wurde der IgG-Gehalt als

Haupt-Qualitatskriterium gewahlit.

Material und Methoden

Vierzehn Tage vor dem erwarteten Geburtstermin
wurden die Sauen in der Klinik fiir Schweine
eingestallt. Um an das vermutlich mit den hochsten
IgG-Gehalten versehene Erst-Kolostrum unmittelbar
post partum zu gelangen, wurden die Sauen ab dem
114. Trachtigkeitstag Uberwacht. Da jeweils zwei
Sauen parallel eingestallt wurden, konnten in drei
Durchgéngen insgesamt sechs Sauen beprobt werden.
Die Sauen stammten alle von demselben Betrieb. Bei
den beprobten Wirfe handelte es sich um den 5., 6.
oder 7. Wurf der Sauen.

Abbildung 1a-c: Geburtsiiber-
wachung und Probenahme

Ermelken der Proben:

Mit der Geburt des 1. Ferkels wurde die erste Kolostrumprobe ermolken. Es
wurde jeweils die entsprechende Zitze und der Zeitpunkt der Probenahme
notiert. Weitere Proben folgten ungefahr zwei, vier und sechs Stunden spéter.
Um zwischen der Qualitét cranialer (ersten drei Zitzenpaare) und caudaler
(letzten drei Zitzenpaare) Mammarkomplexe zu differenzieren wurden pro
Zeitpunkt mindestens zwei Proben in jeweils ein Plastikrohrchen mit drei cm
Durchmesser ermolken. Die Probengewinnung konnte generell ohne

zusatzliche Oxytocingabe erfolgen. Eine Sau gab auBerdem bereits ante

partum genug Milch fiir eine Probe. konnten 61 K oben

ermolken werden.

Ergebnisse
Die lisse des R
zwischen 14,1 und 35,6 %Brix. Die mittels ELISA ermittelten IgG-Gehalte

betrugen fiir die Kolostrumproben

betrugen zwischen 8,7 und 135,5 mg pro ml Kolostrum. Fiir die Ergebnisse i
der beiden Messmethoden konnte eine signifikante Korrelation festgestellt
werden (r=0,684).

In der vorliegenden Untersuchung konnte weder mittels Refraktometer noch
mittels ELISA ein signifikanter Unterschied in dem IgG Gehalt der cranialen

und caudalen Zitzen gemessen werden.

Zusammenfassung und Diskussion

Aufgrund der positiven ion der i der beiden

Refraktometer erforderlichen sehr geringen Probenmenge (<0,5 ml) kann das Refraktometer als praktisches

Untersuchung der Proben:
Die wahrend des Geburtsvorgangs ermolkenen Proben wurden bis zum Ende der
Geburtsiiberwachung bei 4°C gekihlt. Nach Abschluss der Geburt wurden die

Proben mit einem digitalem Bri; des | +HANNA

instruments” (Typ-Bezeichnung: HI96801; Messweite: 0,0 - 85,0 %Brix) untersucht.

Dieses R misst die

der Probe und beriicksichtigt

sie im Messergebnis.

Abbildung 2a-d: Probenuntersuchung mittels Refrakiometer und ELISA.
Nach dem Prinzip des Sandwich-ELISAs wurden die Proben durch den Lehrstuhl fiir
Tierschutz, Verhaltenskunde, Tierhygiene und Tierhaltung der Tierarztlichen Fakultat
auf ihren IgG-Gehalt untersucht. Die Proben wurden in zwei Zyklen untersucht.

Zusétzliche Datener

Von 86 lebend geborenen Ferkeln wurde das Geburtsgewicht vor
Kolostrumaufnahme erfasst. Die Ferkel wurden nach dem Trockenreiben mit einem
.Ferkel*-Pen nummeriert und die weitere Gewichtsentwicklung dokumentiert. Mittels
der Formel nach Devillers* konnte beispielsweise fiir die Ferkel von Sau 98099 eine
durchschnittliche Kolostrumaufnahme von 25,65 Gramm/h innerhalb der ersten 19

Lebensstunden ermittelt werden.

Zeitabstand

Abbildung 3: Refraktometer Messwerte der unterschied-  Abbildung 4:  Ergebnisse der Untersuchung der
lichen Sauen zu verschiedenen Zeitpunkten.

Kolostrum-proben miltels Refrakiometer im Vergleich zu
dem im ELISA gemessenen IgG-Gehalt.
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Hilfsmittel zur ilung der Kolostr itat im Stall werden.

geeignet, das Kolostrum verschiedener Sauen schnell und unkompliziert zu vergleichen. Bedingt durch den geringen

Stichprobenumfang lassen sich jedoch keine Grenzwerte fiir gutes oder schlechtes Kolostrum definieren, hierfir

ware die L von aus Sauen iedli Betriebe,

Genetik und ggf. mit



LUDWIG-
Auswirkung eines Erganzungsfuttermittels LMU| [oveesiese || Klinilc fir Wiederkiiuer
Energiek I, Fa. Alfav f die Inzidenz der
(" .e .g ekapsel, Fd . a..et) an die ..de d,e Auswirkung eines Erganzungsfuttermittels (,,Energiekapsel”, Fa. Alfavet)
subklinischen Ketose bei Kuhen in der Fruhlaktation auf die Inzidenz der subklinischen Ketose bei Kiihen in der Frithlaktation
v Weinb Verena Weinberg, R. Martin
erena einperg =
Klinik fir Wiederkauer mit Ambulanz und Bestandsbetreuung
Betreuer: Dr. Rainer Ma rtin = Laktationsbeginn -> Leistungssteigerung > negative Energiebilanz

= Energieabgabe durch Milchproduktion héher als Energieaufnahme
® Entstehung von Ketosen und weiteren Erkrankungen

e . . * Inzidenzen subklinischer Ketosen bis zu 70 %

Personliche Eindriicke = Zentrales Problem in Milchviehhaltung

= Studie: Uberpriifung des prophylaktischen Einsatzes vom Ergénzungsfuttermittel zur Reduzierung der Haufigkeit von subklinischen Ketosen

Die Teilnahme am VETResearch Projekt in der Klinik fir Wiederkauer der Ludwig-Maxi-

milians-Universitat Miinchen war fur mich eine perfekte Mdoglichkeit, erste Einblicke in Material und Methoden
Forschungsarbeiten zu erhalten. Da ich mir noch unsicher war, ob eine Doktorarbeit das T

Richtige fur mich iSt, hat dieses Projekt mir in der Entscheidu ngsﬁndu ng geholfen. Besonderheiten der Kapsel: Pulverférmige Substanzen, leicht verabreichbar, schnell verfiigbar
4 Betriebe im Ambulanzbereich

Alternierende Gruppenzuteilung im jeweiligen Betrieb (Kapsel n=29/ohne (Kontrolle) n=29)
Tag 10 und 11 p.p. jeweils 2 Kapseln durch Landwirt

Milchketosetest tiber 10 Tage (Tag 10 bis Tag 19 p.p.)

Erkrankungen (subkl. Ketose, Ov. Zysten, Endometritis), Fruchtbarkeitskennzahlen

Fur mich war es eine groBe Bereicherung, weitgehend eigenstandig und wissenschaftlich
arbeiten zu durfen. .

Spannend und wirklich sehr interessant habe ich die Entwicklung und Veranderung des

Projekts im Laufe der Zeit empfunden. g (blau Kapselgruppe [n=29], rot Kontrollgruppe [n=29])

= Kapselgruppe & LN 3,0; Kontrollgruppe J LN 2,3

Es hat mich sehr motiviert, die Verantwortung fur ein eigenes Projekt zu tibernehmen, Fort- Haufigkeit subklinischer Ketosen Anteil Tiere mit Ketose
schritte zu sehen und Ergebnisse auswerten zu diirfen. im Untersuchungszeitraum o

100% 40%

20%

0% Tagl Tag2 Tag3 Tag4 Tag5 Tagb6 Tag7 Tag8 Tag9 Tag10

Ich kann es wirklich nur jedem empfehlen, solch ein Projekt im Laufe des Studiums zu machen.

Danksagung [l
Haufigkeit Ovarialzysten im Giistzeit i
An dieser Stelle mdchte ich mich recht herzlich fiir die geduldige und stetige Betreuung, Puerperium 1
Unterstiitzung und den Einsatz von Herrn Dr. Martin bedanken. Fiir die Maglichkeit dieser 100% g
einzigartigen Erfahrung bin ich sehr dankbar. Es war mir eine Freude, mit ihm an diesem 50% &
Projekt zu arbeiten.
j 0% . [ o

Zusammenfassung und SchluBfolgerung

= Therapeutischer Effekt zu erkennen (Abnahme des Anteils der Tiere mit Ketose)
= keine Aussage hinsichtlich prophylaktischem Effekt moglich
=  Gustzeit ist trotz erhdhter Ovarialzysten- und Ketoseinzidenz in Kapselgruppe nicht erhéht
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= DornKet. al. (2016): A field trial on the effects of pure sodium propionate and a combination with herbal extracts on short term
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