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Einleitung

Der Gastrointestinaltrakt Lebensmittel liefernder Tiere be-
herbergt eine Vielzahl unterschiedlichster Mikroorganis-
men, die fur die physiologischen Darmfunktionen unab-
dingbar sind. Zum einen sind sie unter Einsatz ihrer kata-
bolen Enzymkaskaden direkt an der Verdauung von Futter
beteiligt und kénnen andererseits fur den Wirt essenziel-
le Stoffwechselprodukte synthetisieren. Die Konzentrati-
on von lebenden Bakterien innerhalb des Darmtraktes ist
sehr hoch und belauft sich auf bis zu 10° bis 10" pro
Gramm Darminhalt (HIRSH, 1999). Angesichts derartig
hoher Bakterienkonzentrationen kann davon ausgegan-
gen werden, dass ein Spezies-spezifischer bzw. Spezies-
Ubergreifender horizontaler Gentransfer der gastroin-
testinalen Mikroorganismen sehr wahrscheinlich ist. Der-
zeit liegen nur wenige Erkenntnisse Uber die tats&chliche
in vivo-Austauschrate von Genen intestinaler Bakterien
vor (HUYCKE et al., 1992; SCOTT, 2002; TUOHY et al.,
2002), jedoch konnte in in vitro-Experimenten ein hori-
zontaler Gentransfer belegt werden.

Das Konzept der Probiotika ist schon seit fast 100 Jahren
bekannt und fuBt auf den von Metschnikoff gemachten
Beobachtungen an sehr alten Menschen in Bulgarien, die
regelmaBig fermentierte Milchprodukte konsumierten. Auf-
grund der sich ausbreitenden Antibiotikaresistenzen, als
deren Ursache u. a. auch die Verfutterung von Antibioti-
ka als Wachstumsférderer bei Tieren gesehen wird und
eines damit verbundenen zukinftigen Verbots dieser Pra-
xis in der Européischen Union, finden probiotisch wirksa-
me Mikroorganismen als Alternative zur Antibiotikaverfut-
terung immer mehr das Interesse von Tierdrzten und Land-
wirten.

Verschiedene probiotisch aktive Mikroorganismen haben
derzeitig eine vorlaufige Zulassung als Futterzusatzstoff
in Europa und werden deshalb in groBem MaBstab in der
Tierproduktion eingesetzt. Die wiederholte Verfutterung
dieser probiotisch aktiven Mikroorganismen erwies sich
z. B. als forderlich angesichts einer steigenden Mastlei-
stung der Tiere, da die Probiotika anscheinend die An-
zahl pathogener Bakterien im Darmtrakt reduzieren oder
aber positive immunmodulierende Eigenschaften vermit-
teln.

Probiotika sind definitionsgemaRB apathogene Mikroorga-
nismen, die ihrerseits die Gesundheit und Physiologie des
Konsumenten (in dem Falle der Tiere) positiv beeinflus-
sen, deren exakter Wirkungsmechanismus derzeit jedoch
noch nicht vollkommen verstanden wird (SIMON und WIE-
LER, 2001).

Im Allgemeinen werden heutzutage nur apathogene He-
fen und Bakterien verschiedener Genera als Futterzu-
satzstoffe verwendet. Oftmals sind probiotische Mikroor-
ganismen aber auch Vertreter von Hefe- oder Bakterien-
Spezies, die ebenso pathogene Vertreter einschlieBen.
Eine typische Eigenschaft dieser Mikroorganismen ist ih-
re Sauretoleranz, die notwendig ist, da diese Probiotika
die Magenpassage vital Uberstehen mussen, um ihren ei-
gentlichen Wirkungsort, namlich die nachfolgenden Darm-

abschnitte, erreichen zu kénnen. Die meisten Probiotika
kdnnen nach ihrer Verfutterung lediglich transient aus Fae-
ces isoliert werden, was deren mehr oder weniger per-
manente Verfltterung erforderlich macht, um die ge-
nannten positiven Effekte fur das Tier aufrecht zu erhal-
ten.

Um die Stellung der probiotisch aktiven Mikroorganismen
im Netzwerk ihrer Spezies zu beleuchten, sind phyloge-
netische Untersuchungen nétig. Diese Untersuchungen
erméglichen einen Einblick in die Evolution der pathoge-
nen Vertreter. Eine Kopplung phylogenetischer Daten mit
den erfassten Virulenzeigenschaften der Mikroorganis-
men erlaubt es, die Evolution der Pathogene innerhalb ei-
ner Art zu verfolgen (ACHTMAN, 2002). Da prinzipiell apa-
thogene Bakterien z. B. durch die Aquirierung so ge-
nannter Pathogenitéatsinseln (DNA-Fragmente, die mehrere
Virulenzgene enthalten) via horizontalem Gentransfer ein
pathogenes Potenzial erwerben kénnen, hat unser Bild
der Evolution von Pathogenen einen Paradigmenwechsel
erfahren (HACKER et al., 1997).

Deshalb ist es unserer Meinung nach ratsam, den Einsatz
von Probiotika in der Tierproduktion durch ein Monitoring
unter Verwendung von phylogenetischen Analysen zu be-
gleiten. Das Anliegen dieser Arbeit ist es deshalb, die Po-
pulationsstrukturen und die Evolution von Bakterien im all-
gemeinen darzustellen, um beim Leser ein besseres Ver-
standnis fUr die Bedeutung des horizontalen Gentransfers
in der Evolution von Mikroorganismen zu wecken.

Populationsstrukturen und Evolution

Evolution im philosophischen Sinne ist ein irreversibler
Ver&nderungsprozess. Van Valen beschrieb den evolu-
tionéren Prozess in Anlehnung an das Marchen ,Alice im
Wunderland* als ,Red Queen* Paradigma (VALEN, 1973).
Dementsprechend befinden sich alle Lebewesen inklusi-
ve der Mikroorganismen standig in direkter bzw. indirek-
ter Konkurrenz zueinander und evolvieren permanent. Evo-
lution ist gekennzeichnet durch die Variation des Geno-
typs von Populationen in einem definierten Zeitraum
(Generationen) durch Mutationen oder Rekombinationen
des Genoms und die Verbreitung neuer Varianten durch
natlrliche Selektion oder genetische Drift. Populationen
bestehen aus Gruppen von Individuen, die der selben Art
zugehorig sind und in relativer N&he zueinander existie-
ren. Diese sind in der Lage, genetisches Material unter-
einander auszutauschen, sie konkurrieren um die le-
bensnotwendigen Ressourcen und interagieren mitein-
ander (LENSKI, 1992).

Innerhalb der letzten Jahre hat sich unser Verstédndnis be-
zUglich der Evolution und Populationsstruktur der Mikro-
organismen grundlegend gedndert. Dies beruht v. a. dar-
auf, dass durch die zunehmende Entschlisselung von
DNA-Sequenzen immer mehr Informationen zur Verflgung
stehen, die mit Hilfe von mathematischen Modellen zur
Aufklarung der Populationsgenetik von Mikroorganismen
genutzt werden kénnen.
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Allgemein kénnen Populationen von Mikroorganismen als
klonal, panmiktisch oder epidemisch klassifiziert werden
(MAYNARD SMITH et al., 1993) (Abb. 1). Klonale Arten
entwickeln sich durch die Akkumulation stochastischer
Punktmutationen, die dann wiederum zu leichten Unter-
schieden zum gemeinsamen Vorfahren fihren. Die Phy-
logenie (evolutiondre Geschichte) verschiedener geneti-
scher Orte des Genoms (z. B. konservierter Gene) ist dem-
zufolge bei einem klonalen Bakterium sehr &hnlich wenn
nicht identisch. Idealerweise reflektiert jede Gabel eines
phylogenetischen Baumes (erstellt anhand des Se-
quenzvergleichs einer homologen Sequenz) eine Punkt-
mutation in der Geschichte des Organismus. Die Anzahl
der Schritte in einem phylogenetischen Baum ist daraus re-
sultierend identisch mit der Anzahl variabler Nukleotide
der DNA-Sequenzen der jeweiligen Bakterien, die Grund-
lage der Untersuchung sind. Typische Vertreter solcher
sich klonal verhaltender Bakterien sind z. B. Escherichia
coli oder Salmonella enterica, wobei jedoch ein horizontaler
Gentransfer auch bei dieser Spezies dokumentiert ist und
dann zu einer Verdnderung des Genotyps nach Integration
fremder DNA in das Genom fUhren kann.

Abbildung 1: Darstellung der drei méglichen Populati-
onsstukturen von Bakterien, verdndert
nach (MAYNARD SMITH et al., 1993)

A klonal B panmiktisch C epidemisch

A Darstellung einer idealen klonalen Populationsstruktur, in der keine Re-
kombinationen vorkommen und bei der das Dendrogramm einen evo-
lutiondren Baum darstellt.

B Bei panmiktischen Bakterien kommen Rekombinationsereignisse hau-
fig zwischen Stdmmen innerhalb der Hauptlinien vor, die dort zu einer
netzartigen Struktur fUhren (siehe VergréBerungsausschnitt). Es gibt je-
doch keine Rekombinationen zwischen den Stdmmen der verschiede-
nen groB3en Linien.

C zeigt eine epidemische Struktur, die durch frequente Rekombinationen
zwischen allen Stammen zustande kommt und ebenfalls zu einer netzar-
tigen Struktur fuhrt. Manchmal entstehen als Folge der Rekombination
erfolgreiche Klone, die sich aufgrund ihrer erhohten Fitness ausbreiten.

Im Gegensatz dazu weisen panmiktische Bakterien eine
andere Populationsstruktur auf. Innerhalb dieser Popula-
tionen findet Uber horizontalen Gentransfer ein reger Aus-
tausch statt, dessen Resultat viele Rekombinationen in-
nerhalb des Genoms sind. Deshalb sind panmiktische
Bakterien durch den Besitz von mosaikartigen DNA-Se-
guenzen gekennzeichnet, die partiell von ihren verschie-
denen Spenderorganismen derselben Art oder anderer
Arten stammen. Die jeweiligen Spender hatten natdrlich
eine unterschiedliche Geschichte zu jener des panmikti-
schen Empféangers, weshalb die Kongruenz der Phylo-
genie unterschiedlicher Loci zerstdrt ist bzw. unter-
schiedlich erscheint. Zudem variieren panmiktische Bak-
terien in ihrem Genotyp starker als klonale Bakterien.
Bakterien der Gattung Helicobacter, die haufig aus Sau-
germagen isoliert werden kénnen, sind klassische Bei-
spiele panmiktischer Bakterien (FALUSH et al., 2001; SU-
ERBAUM et al., 1998).

Epidemische Bakterien hingegen sind allgemein charak-
terisiert durch das transiente Vorhandensein bestimmter
Klone innerhalb panmiktischer Bakterienpopulationen.
Diese Klone breiten sich sehr schnell aus. Der Grund der
schnellen Ausbreitung ist die Ausfullung einer 6kologi-
schen Nische Uber einen bestimmten Zeitraum, der da-
durch erklart werden kann, dass mit der zufalligen Re-
kombination neuartiger DNA in das Genom eine steigen-
dende Fitness einhergeht.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass ein Mini-
mum an genetischer Variabilitat an verschiedenen Loci
des Genoms eines Bakteriums das Resultat einer klonalen
Populationsstruktur darstellt oder aber die Folge einer sehr
kurzen Entwicklungsgeschichte einer panmiktischen Spe-
zies ist, wenn nicht gentgend Zeit verstrichen ist, um wie-
derholte Rekombinationsereignisse ablaufen zu lassen.
Folglich tritt relativ wenig genetische Diversitat zum ge-
meinsamen Vorlduferorganismus in Erscheinung.

Um aber die Populationsstruktur einer Spezies zu be-
stimmen, ist aus Sicht des aktuellen Wissensstandes ei-
ne Untersuchung mittels Multi Locus Sequence Typing
(MLST) anzustreben. Derzeit ist diese Methode der ,gol-
dene Standard* fur die Evolutionsanalyse und molekulare
Epidemiologie von Bakterien. Die MLST basiert auf einer
Identifizierung von Allelen mehrerer Gene (in aller Regel
mindestens 7), die Uber das Genom des zu untersu-
chenden Organismus verteilt sind. Zum DNA-Sequenz-
Vergleich eignen sich Haushaltsgene besonders gut, d.
h. Gene, die Proteine fur die essenziellen Stoffwechsel-
vorgange kodieren, da diese aufgrund ihrer Unentbehr-
lichkeit bei allen Vertretern der jeweiligen Spezies vor-
kommen und demzufolge bei allen Vetretern auch mittels
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) amplifiziert und an-
schlieBend sequenzanalysiert werden kénnen.

Dartber hinaus evolvieren diese Gene neutral, d. h. sie
sind nicht Gegenstand eines strengen Selektionsdruckes,
und dies ist fur Evolutionsstudien essenziell. Die geneti-
sche Varianz in den Haushaltsgenen kann durch die von
Kimura beschriebene Neutralitatstheorie erklart werden,
die im Gegensatz zu Darwins Theorie der nattrlichen Se-
lektion die zuféllige genetische Drift und den Mutations-
druck als Hauptquellen der molekularen Evolution be-
trachtet (KIMURA, 1991).

Die Bestimmung der Populationsstruktur eines bestimmten
Mikroorganismus kann z. B. fur die Bewertung des Ein-
satzes als Probiotikum in der Tierhaltung von groem In-
teresse sein. Bei einem panmiktischen Organismus ist die
Chance der Aufnahme und Rekombination ,fremder DNA
im Vergleich zu klonalen Organismen hoéher. Allerdings
spielen dabei auch Faktoren wie die GréBe der fremden
DNA-Fragmente, das vorhandene Restriktionsendonu-
kleasensystem des Empfangerorganismus als auch un-
ter Umstanden essenzielle Erkennungssequenzen in der
fremden DNA eine wichtige Rolle. Theoretisch kdnnte ein
probiotischer Organismus pathogene Eigenschaften mit-
tels horizontalem Gentransfer hinzugewinnen. Ob dann
von diesem Organismus aber tatsachlich eine Gesund-
heitsgefahr fur das Tier ausgeht oder aber eine Verbrei-
tung in der Umwelt die Folge ist, hangt wiederum davon
ab, ob sich dieser Stamm anschlieBend in seinem Habi-
tat durchsetzen kann. Ebenso kénnte jedoch auch ein klo-
naler Probiotikastamm DNA hinzugewinnen. Wenn dieser
Stamm pathogene Eigenschaften erlangen wirde, die ihm
bevorzugte Fahigkeiten im entsprechenden Habitat ver-
leihen wlrden, so kdnnte sich ein solcher Klon evtl. mas-
siv durchsetzen und wirde wegen seiner Klonalitat evtl.
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Uber einen langeren Zeitraum als der oben angespro-
chene panmiktische Probiotikastamm stabil bleiben.

Da bei der Probiotikafttterung standig der eigentliche Aus-
gangsstamm in groBen Mengen zugefUttert wird, konnte
aber die neu entstandene Variante auch sehr leicht wie-
der verdrangt werden. All diese Uberlegungen sind rein
theoretisch, und derzeit kénnen wir keine klaren Aussa-
gen Uber die Folgen des Probiotikaeinsatzes fur unsere
Umwelt treffen. Mit den uns zur Verfigung stehenden Me-
thoden kénnen diese Vorgéange jedoch verfolgt und ob-
jektiviert werden. Deshalb sind wir der Ansicht, dass sol-
che Untersuchungen in Form eines Monitoring beispiel-
haft an Probiotika unterschiedlicher Populationsstruktur
einzelner Spezies durchgefuhrt werden sollten.

Horizontaler Gentransfer bei Bakterien

Transformation, Transduktion und Konjugation sind die
drei Saulen des horizontalen Gentransfers bei Bakterien
(PAUL, 1999). Diese Prozesse werden auch als Sex der
Bakterien in einem strengen evolutionaren Kontext ange-
sehen. Die Unterschiede zum eukaryontischen Sex im
klassischen Sinne sind nach HUDSON und MICHOD
(1992):

i) die Entkoppelung von Sex und Reproduktion

i)  die Bereitstellung von Genen in einem ungleichen
Verhaltnis von Donor und Rezipient

iii) neue Gene sind das Produkt von Rekombinationen
oder des Importes der entsprechenden Gene

iv) nur eine lokale Alteration, namlich die des Rekombi-
nationsortes im Genom ist die Folge.

Die Transformation ist gekennzeichnet durch die Aufnah-
me und Integration fremder DNA (einzel- oder doppel-
strangig) in das Genom der Empfangerbakterien. Dabei
kdnnen weite phylogenetische Distanzen bezuglich des
DNA-Flusses Ubersprungen werden, wobei ein physischer
Kontakt der Spenderorganismen und Empfangerbakteri-
en nicht notwendig ist. Unseres Wissens nach sind nur
relativ wenige Bakterien derzeitig als natdrlich transfor-
mierbar beschrieben.

Transduktion ist die Inkorporation von Bakteriophagen-
spezifischen oder -assoziierten Nukleinsauren in das Ge-
nom eines Empfangerbakteriums. Gene eines mit einem
Bakteriophagen infizierten Wirts-Bakteriums, die falschli-
cherweise im Zuge des lytischen Zyklus in das Kapsid
verpackt wurden oder die essenzielle Bakteriophagen-
DNA flankierten und durch ein unsauberes Heraus-
schneiden der Phagen-DNA mitverpackt wurden, kénnen
so nachfolgend auf andere empfangliche Wirts-Bakterien
Ubertragen werden. Solch ein Gentransfer kann unter Um-
stdnden ebenfalls weite taxonomische Grenzen Uberwin-
den, obwohl Phagen sehr spezifische Rezeptoren erken-
nen. Mittels Phagen kénnen neben chromosomalen DNA-
Fragmenten auch Plasmide Ubertragen werden.

Die Konjugation wiederum beinhaltet den Transfer von
speziellen mobilen (konjugativen) Plasmiden von einer
Donorzelle zu einer Rezipientenzelle. Es bedarf bei die-
sem Vorgang eines innigen Zell-Zell-Kontaktes, denn nur
so kann ein Einzelstrang des konjugativen Plasmids in die
Rezipientenzelle beférdert werden. AnschlieBend wird der
komplementare DNA-Strang sowohl im Donor als auch im
Rezipienten synthetisiert, so dass die episomale DNA bei
beiden Stammen verbleibt. Diese Art des horizontalen

Gentransfers geschieht haufig nur zwischen taxonomisch
eng verwandten Bakterien und ist demzufolge in aller Re-
gel eine spezifische Art des Gentransfers.

Die Ubertragung von Virulenz-assoziierten Genen, wie z.
B. von Pathogenitatsinseln oder Resistenzgenen mittels
horizontalem Gentransfer, ist seit vielen Jahren bekannt
und wurde bei vielen Bakterienarten beschrieben. Die so
aufgenommenen neuen Gene kdnnen unter geeigneten
Umweltbedingungen zu einer Erhéhung der so genann-
ten Fitness - im Falle der Aufnahme von virulenzasso-
Ziierten Genen zu einer Erhéhung der Pathogenitat - des
jeweiligen Bakteriums fuhren. Ist die Anzahl der emp-
fanglichen Wirte der ,neu-pathogenen” Bakterien gering,
so kann das Resultat der Infektion im Extremfall ein Ver-
schwinden der Wirte und mdglicherweise damit einher-
gehend die Vernichtung des Habitats mit fatalen Konse-
quenzen fur die Bakterienpopulation bedeuten. Anderer-
seits bewirkt eine hohe Wirtsdichte die schnelle
Ausbreitung der Bakterien, auch wenn deren Wirte im Ex-
tremfall letale Krankheiten erleiden kénnten (PAUL, 1999).

Rekombinationsrate und Homoplasie

Rekombination ist ein Prozess, bei dem sich homologe
(&hnliche) DNA-Sequenzen paaren, die DNA-Strange bre-
chen und verbinden sich wieder. Das Resultat einer Re-
kombination ist eine Genomveranderung, die zu neuen
Allelen, zu einer Deletion vorhandener Gene, oder zum
Import fremder Gene fhren kann. Die letzten beiden Mog-
lichkeiten lassen sich mittels DNA-Sequenzanalyse ge-
nomischer DNA relativ einfach identifizieren, machen je-
doch den Vergleich des Anteils von Rekombinationen im
Laufe der Phylogenie bei verschiedenen Mikroorganis-
men untereinander problematisch. Deshalb sind fur die
phylogenetischen Untersuchungen Haushaltsgene aus
den bereits erwahnten Grinden gut geeignet. Angenom-
men, die Rekombinationsrate ist gering und nur Punkt-
mutationen bedingen Genalterationen, so sollten z. B. die
phylogenetischen Untersuchungen anhand von Haus-
haltsgenen einer Gruppe von Bakterienisolaten jeweils die
gleichen Stammb&ume produzieren, unabhangig vom ver-
wendeten Gen. Wenn jedoch Rekombinationsereignisse
relativ haufig stattfanden, ist ein Verbindungs-Ungleich-
gewicht (d. h., die nicht zufallige Assoziation von Allelen)
verschiedener Gene bezlglich der gemeinsamen Ge-
schichte denkbar niedrig und eine Panmixie sehr wahr-
scheinlich. Wenn Rekombinationsraten sehr niedrig sind,
kann das Phanomen der fehlenden Homoplasie beob-
achtet werden (MAYNARD SMITH und SMITH, 1998).

Um Rekombinationsereignisse nachzuweisen und eine so
genannte Homoplasie bei verschiedenen Allelen aufzu-
decken, ist wiederum eine MLST-Analyse unter Einbezie-
hung mathematischer Modelle ein probates Mittel. Die Ho-
moplasie (h) ist definiert als die Anzahl der Punktmutatio-
nen (t) abzlglich der Anzahl der variablen Basen (v) und
kann Werte von null bis eins annehmen. In einem Orga-
nismus, in dem modellhaft keine Rekombinationsereig-
nisse oder wiederholte Mutationen stattgefunden haben,
ist die Homoplasie eines jeden Locus gleich null. Wenn
jedoch die Homoplasie gréBer als null ist, so haben Re-
kombinationen oder wiederholte Mutationen stattgefun-
den. Demzufolge ist der Homoplasie-Test ein indirekter
Hinweis der Rekombinationsrate (MAYNARD SMITH und
SMITH, 1998).

Beispielsweise betragt die Homoplasie des Bakteriums
Helicobacter pylory mehr als 0,6. Dies weist auf eine pan-
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miktische Populationsstruktur hin, wohingegen E. coli eine
Homoplasie von weniger als 0,3 ausweist und demzufol-
ge eine klonale Populationsstruktur hat (Abb. 2). Zusam-
menfassend kann gesagt werden, dass der Homoplasie-
Test eine elegante Methode darstellt, um den Anteil der
Rekombination in einem Bakterium zu bestimmen. Dem-
zufolge sollte dieser Parameter bei Mikroorganismen, die
potenziell als probiotische Substanzen in der Tierhaltung
Verwendung finden sollen, bestimmt werden, um das po-
tenzielle Risiko des Erwerbs fremder Virulenz-kodieren-
der Gene via horizontalem Gentransfer zu beleuchten.

Daraus resultierend ermdéglicht die Analyse der Populati-
onsstrukturen der Mikroorganismen die Abschéatzung der
Wahrscheinlichkeit eines Allelflusses, d. h. der Rekombi-
nationsereignisse zwischen Populationen. In diesem Sin-
ne ist die Wahrscheinlichkeit der Integration fremder leicht
positiv selektierter oder neutraler Allele héher bei pan-
miktischen oder epidemischen Bakterien als bei klonalen
Spezies. Wenn jedoch der Selektionsdruck sehr hoch ist,
z. B. bei vorhandener Antibiotikaresistenz und dem Ein-
satz des jeweiligen Antibiotikums, so wird die Penetrati-
onsrate positiv selektierter Gene in den meisten Bakteri-
enpopulationen relativ hoch sein, unabhéngig davon, ob
es sich um klonale oder panmiktische Bakterienspezies
handelt!

Abbildung 2: Vergleich der Homoplasie Werte (H) und
mittleren genetischen Distanz an synony-
men Basen (Dg) zwischen verschiedenen
Bakterienarten, verdndert nach SUER-
BAUM und ACHTMAN (2001)
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Beispielhafte Diskussion anhand Enterococcus
faecium

Basierend auf dem naturlichen Habitat der probiotisch
einzusetzenden Mikroorganismen konnen diese in drei
Kategorien gruppiert werden. Zum einen sind dies Milch-
saure produzierende Bakterien (Streptococcus, Lacto-
bacillus, Enterococcus), deren natdrlicher Lebensraum
auch der Verdauungstrakt vieler Tiere ist. Zweitens wer-
den verschiedene Vertreter der Gattung Bacillus verwen-
det, deren natlrliches Habitat der Boden ist und die in
der Lage sind, Sporen zu bilden. Drittens handelt es sich
um Hefen der Gattung Saccharomyces, die nattrlicher-
weise auf Oberflachen von Pflanzen wachsen.

Bakterienspezies der Gattung Enterococcus gehbren be-
kanntlich zur autochthonen Flora des Gastrointestinal-
traktes der Saugetiere. Obwohl Enterococcus faecium re-
lativ haufig aus Stuhlproben des Menschen isoliert wer-
den kann, ist seine Pravalenz in der Schweine-, Schaf-
und Rinderhaltung relativ gering (LECLERC et al., 1996).
Momentan haben mehrere Enterococcus faecium Stam-
me eine vorlaufige Genehmigung als Futterzusatzstoff,
aber die Spezies selbst stellt sich bezuglich ihrer patho-
genen Eigenschaften relativ divers dar (VANCANNEYT et
al., 2002).

Pheromon-sensitive Plasmide, konjugative Transposons
und Plasmide mit einem breiten Wirtsspektrum spielen ei-
ne wichtige Rolle als Vehikel im horizontalen Gentransfer
von Enterococcus spp. (CLEWELL, 1990). Vancomycin-
resistente E. faecium (VREF) Stdmme sind seit einiger Zeit
als wichtige Pathogene bekannt und werden in Kranken-
hausern zunehmend isoliert (BONTEN et al., 2001; WIL-
LEMS et al., 2001). Solche Stamme wurden auch bei Nutz-
tieren isoliert, wobei angenommen wird, dass u. a. die
haufige VerfUtterung von Avoparcin als Leistungssteigerer
kausal fur das Vorkommen dieser Resistenz verantwort-
lich zu machen ist, obwohl z. B. in den Vereinigten Staa-
ten diese Erklarung nicht greift, da dort Avoparcin nicht
als Leistungsfoérderer eingesetzt wurde (GOOSSENS, 1998;
KLARE et al., 1995). Die Verbreitung der entsprechenden
Resistenzgene wird von selbst-Ubertragbaren Plasmiden
und konjugativen Transposons realisiert.

Interessanterweise ist in E. faecium-Stdmmen ein Trans-
fer von Pheromon-induzierbaren Plasmiden maglich, dies
wurde experimentell im Darmtrakt eines Hamsters nach-
gewiesen (HUYCKE et al., 1992). Erste MLST-Analysen
von E. faecium belegten die Existenz von vier Hauptlini-
en (A, B, C und D). Bemerkenswerterweise konnte eine
Assoziation zwischen bestimmten evolution&ren Linien
und verschiedenen Wirten festgestellt werden, was als ein
Hinweis auf eine Koevolution - ausgeldst durch eine Wirts-
adaptation- gewertet werden kann. AusschlieBlich huma-
ne Isolate konnten in allen evolutiondren Linien gefunden
werden (HOMAN et al., 2002). Man muss jedoch anmer-
ken, dass bislang nur eine sehr begrenzte Anzahl von Iso-
laten untersucht wurde. Vorausgesetzt, dass die Van-
comycin-resistenten Enterokokken vor ungefahr 40 Jah-
ren durch die Verfutterung Vancomycin-ahnlicher
Antibiotika entstanden wéren, so ist eine epidemische
Ausbreitung dieser Bakterien der evolutionéren Linie C
evident. Die bereits zitierten MLST-Analysen konnten die-
sen Sachverhalt belegen, da 78 % der in dieser Studie
untersuchten VREF-Stdmme das gleiche Allelprofil hatten,
wahrend nur 22 % der Vancomycin-sensitive (VSEF) Stam-
me ein gemeinsames (anderes) Allelprofil hatten (HOMAN
et al., 2002).

Epidemische Stamme beherbergen das esp-Gen, das an-
scheinend fur die weltweite Verbreitung im evolutionéren
Sinne vorteilhaft zu sein scheint. Die Erstellung phyloge-
netischer Stammb&ume anhand nur jeweils eines Gens
und der Vergleich der so generierten Stammbaume zeig-
te, dass in den untersuchten Enterokokken-Stammen vie-
le Rekombinationen stattgefunden hatten, so dass sich
die einzelnen Baume voneinander unterschieden. Somit
weisen diese ersten MLST-Daten auf eine epidemische
Populationsstruktur der resistenten E. faecium-Population
hin. Ein horizontaler Gentransfer der Antibiotika-Resi-
stenzgene und des Virulenzgens esp sind demnach wahr-
scheinlich die Haupttriebkraft der epidemischen Popula-
tionsstruktur, und die Verbreitung der Klone ist das Re-
sultat eines starken Antibiotika-Selektionsdruckes.
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Diese Daten sollten bei der Verwendung von E. faecium
als Futterzusatzstoff beachtet werden. Allerdings wurden
unseres Wissens die derzeit verwendeten Stdmme noch
nicht analysiert, so dass wir deren Populationsstruktur le-
diglich ableiten kdnnen. Selbst wenn ein gewisses Risiko
der Ubertragung von Virulenzdeterminanten gegeben ist,
haben wir demgegenuber z. B. per se die positiven Ef-
fekte fur die Tiere und die Umwelt (Reduktion des Anti-
biotikaeinsatzes) zu betrachten. AuBerdem ist die Kon-
zentration der zugefthrten Bakterien im Vergleich zur au-
tochthonen Darmflora immer noch sehr gering und die
Anzahl der zugeflhrten Ausgangsprobiotika gegenuber
dem theoretisch durch DNA-Transfer entstandenem Klon
sehr hoch. Die Verbreitung solcher eventuell entstande-
ner potenzieller Klone (entstanden aus dem Probiotikum)
mit dem Kot in die Umwelt hangt wiederum von der Ten-
azitat der Erreger, vom hygienischen Status des Betrie-
bes etc. ab. Eine abschlieBende Bewertung kann nur Gber
ein entsprechendes langerfristiges Monitoring getroffen
werden. Die Methoden hierzu stehen uns heute zur Ver-
flgung.
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