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Reuterin is a broad-spectrum multicomponent antimicrobial system produced from 

glycerol metabolism of Lactobacillus reuteri strains. It consists of acrolein, 3-

hydroxypropionaldehyde (3-HPA), its hydrate 1,1,3-propanetriol, and its dimer 2-(2-

hydroxyethyl)-4-hydroxy-1,3-dioxane. Acrolein was recently shown to be the main 

compound of the reuterin system responsible for its antimicrobial activity. Several in 

vitro studies have demonstrated that reuterin produced by L. reuteri exerts 

antimicrobial effect against a broad range of bacteria, fungi and yeast strains. 

However, the antimicrobial effects of reuterin in complex microbiota, have not been 

studied yet.  

In this doctoral thesis, we investigated the antimicrobial effects of reuterin in two 

complex systems: fresh-cut lettuce during storage, and complex caecal microbiota in 

chicken. We evaluated the potential for a novel microbial-based method using a 

selected chicken strain of L. reuteri producing reuterin, for producing reuterin from 

glycerol, to inhibit Campylobacter in conditions of the chicken caecum.  

In the first part of this thesis, we tested the use of reuterin preparations containing 

different acrolein concentrations for decontaminating and preserving fresh-cut lettuce. 

We compared reuterin treatments with samples washed with only tap water or sodium 

hypochloride solution. Viable plate counts of Enterobacteriaceae, yeasts and moulds 

were enumerated during 13 days of storage under modified atmosphere (2% O2, 5% 

CO2 and 93% N2). Application of enhanced reuterin (ER) preparations containing 12.1, 

20.9 or 21.9 mM acrolein reduced the initial viable plate counts of Enterobacteriaceae 

(by 2.1 - 2.8 log CFU/g), yeasts and moulds (by 1.3 - 2.0 log CFU/g) when compared 

with unwashed or water-washed samples, but induced pronounced discolouration of 

lettuce. In contrast, reuterin solutions containing 7.2 mM acrolein, sodium hypochlorite 

and tap water only showed very limited and transient, or no effects, on the cell loads 

of lettuce after washing and during storage.  

L. reuteri is adapted to its host resulting in lineages associated with herbivores, porcine, 

chicken, human or rodents. Application of L. reuteri as a microbial supplement in 

chicken should rely on chicken commensal isolates that might have the best ability to 

persist in the host GIT. To date, there is limited genome information on chicken isolates 

of L. reuteri, primarily because at the start of the PhD thesis whole genome of only six 

isolates from chicken were available for analysis. Therefore, we isolated and 

characterised new L. reuteri strains from chicken GIT. We obtained 23 reuterin and 2 

non-reuterin producers of L. reuteri and assessed these strains for their ability to 
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produce reuterin, and for the absence of transmissible antibiotic-resistant 

determinants. Phylogenetic analysis based on gene content as well as on core 

genomes showed the 25 L. reuteri chicken isolates grouped within the poultry/human 

lineage VI and identified pdu-cob-cbi-hem genes cluster as a frequent but not always 

present trait of this lineage. Strains harbouring pdu-cob-cbi-hem genes cluster 

produced between 156 mM and 330 mM 3-HPA from 600 mM of glycerol, in the 

conditions of the test. All 25 chicken strains were sensitive to cefotaxime (minimum 

inhibitory concentration (MIC) between 0.016 and 1 µg/mL) and penicillin (MIC 

between 0.02 and 4 µg/mL). Based on the antibiotic resistance profile and the 

efficiency of reuterin production, we selected L. reuteri PTA5_F13 for the next part of 

the project.  

We used the chicken-derived reuterin-producing L. reuteri PTA5_F13 strain to 

synthesise reuterin by bioconversion of glycerol and tested the anti-Campylobacter 

efficacy of reuterin on a large panel of C. jejuni and C. coli isolated from chicken and 

infected human. We measured the MIC of acrolein for all tested C. jejuni and C. coli 

strains in a narrow range from 1.5 to 3.0 µM acrolein. These MICs are well below the 

MIC for the sensitive indicator strain Escherichia coli K12 (16.5 µM) traditionally used 

for reuterin testing. We further evaluated the interactions of C. jejuni N16-1419 and L. 

reuteri PTA5_F13 during 24 h co-cultures in the presence of glycerol. In single strain 

cultures and co-cultures without glycerol, we observed growth (measured by viable cell 

counts and 16S rRNA gene copies) and fermentation activity of C. jejuni N16-1419 in 

the conditions of the test, selected for favouring C. jejuni growth. In contrast, we 

observed a sharp decrease of C. jejuni N16-1419 viable cell counts during co-cultures 

added with 28 mM glycerol, from an initial count of 7 log CFU/mL to below detection 

limit (1 log CFU/mL) after 24 h incubation. We could attribute the observed inhibition 

of C. jejuni N16-1419 to concurrent in situ reuterin production. Given the very high 

sensitivity of Campylobacter spp. towards reuterin, L. reuteri combined with glycerol, 

or crude reuterin may be promising options to reduce Campylobacter in chicken and 

in the food chain.  

To test the effect of pure glycerol and chicken-derived reuterin-producing L. reuteri (in 

the presence and absence of glycerol) on chicken caecal microbiota without host 

confounding factors, we established and validated a novel caecal continuous 

fermentation model inoculated with immobilised caecum microbiota, using the in vitro 

PolyFermS platform. We developed this model based on in vivo physiological data 
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measured in fresh chicken caecum samples, such as pH, bacterial composition and 

metabolic profile. To support growth and activity of chicken caecal microbiota, we 

developed a complex nutritive medium to mimic substrate available in the caecum. Our 

novel chicken caecal PolyFermS model featured stable microbial composition, 

diversity and metabolite production tested over 70 days of continuous operation, 

consistent with bacterial composition and activity reported for healthy chicken caeca 

and measured in the donor caeca. The effluent of the first stage inoculum reactor 

seeded with immobilised caecal microbiota was used to continuously inoculate with 

the identical microbiota composition second-stage reactors mounted in parallel. We 

showed that the new model generated reproducible and identical microbial ecosystems 

and metabolite profiles in all second-stage reactors, thereby allowing the simultaneous 

investigation and direct comparison of different treatments and a control with the same 

chicken caecal microbiota background. Our model provides a valid simulation of the 

chicken caecal environment and its microbiota.  

In a final study, we used the novel chicken caecal PolyFermS model to investigate the 

effects of supplementation of L. reuteri PTA5_F13, glycerol and combination on 

chicken caecal microbiota composition and metabolism. Upon daily spiking, L. reuteri 

PTA5_F13 stabilised at levels of 7.6 ± 0.1 log gene copies/mL; however, we observed 

no other detectable change in caecal microbiota composition and activity compared to 

the pre-treatment period operated with control conditions. We observed a marked and 

reproducible concentration-dependent butyrogenic effect of glycerol supplementation 

(100 mM) on chicken caecal microbiota fermentation. Glycerol addition resulted in 

increased abundances of Ruminococcus, Clostridiales, Lachnospiraceae, 

Bacteroides, and Lactobacillus spp. We also detected reuterin synthesis when L. 

reuteri PTA_F13 and/or glycerol was supplemented in the fermentation medium, which 

leads to a reduction of the abundance of Enterobacteriaceae. Our results highlight for 

the first time the potential of glycerol as a cheap, readily available supplement for 

promoting butyrate production in the chicken caecum. This result holds physiological 

importance as butyrate has been previously associated with chicken gut health.  

This PhD thesis demonstrated inhibition and killing of microbes by reuterin in complex 

matrices, with potential for application as a decontamination agent for fresh-cut 

produce or the prevention of enteropathogens in the chicken gut. High anti-

Campylobacter efficacy of reuterin was shown for a broad panel of C. jejuni and C. 

coli, and also in co-cultures with L. reuteri supplemented with glycerol. We developed 
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and validated a novel chicken caecal continuous fermentation model that can be 

applied for the study of many dietary and environmental factors on the caecum 

microbiota composition and activity, independent of host factors. Finally, we provided 

the first insight into the butyrogenic property of glycerol by chicken caecal microbiota 

fermentation. These findings have established the grounds for the application of 

chicken-derived reuterin-producing L. reuteri to prevent/reduce colonisation of 

enteropathogens in poultry. However, further studies are needed to demonstrate the 

efficacy of reuterin-producing L. reuteri PTA5_F13 and glycerol supplementation on C. 

jejuni infection in vivo.  
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Reuterin, ein Produkt des Glycerinmetabolismus von Lactobacillus reuteri (L. reuteri) 

Stämmen, ist ein mehrkomponentiges System mit antimikrobieller Breitbandwirkung. 

Es besteht aus Acrolein, 3-Hydroxypropionaldehyd (3-HPA), seiner Hydrate 1,1,3-

Propanetriol und Dimere 2-(2-hydroxyethyl)−4-hydroxy-1,3-dioxane. Kürzlich konnte 

Acrolein als Schlüsselkomponente der antimikrobiellen Aktivität von Reuterin 

identifiziert werden. Während mehrere in vitro Studien eine antimikrobielle Wirkung 

des von L. reuteri produzierten Reuterin auf ein breites Spektrum an Bakterien-, Pilz- 

und Hefestämmen nachweisen konnten, ist der antimikrobielle Effekt in einer 

komplexen Mikrobiota weitgehend unerforscht. Informationen über die Auswirkung von 

Reuterin auf bestimmte Mikroorganismen im Gastrointestinaltrakt (GIT) oder auf 

Campylobacter spp., ein häufig im Darm von Geflügel auftretender Krankheitserreger, 

fehlen gänzlich. Zudem wurde der Einfluss von in situ produziertem Reuterin auf die 

Wechselwirkungen zwischen Wirt und Krankheitserreger noch nicht untersucht.   

In dieser Doktorarbeit wurde der antimikrobielle Effekt von Reuterin in zwei komplexen 

Systemen untersucht: (1) In frisch geschnittenem Salat während der Lagerung und (2) 

in einer komplexen Mikrobiota im Caecum von Geflügel. Damit wurde das Potential 

eines neuen mikrobiell-basierenden Verfahrens evaluiert, indem wir ausgewählte, 

geflügelspezifische und Reuterin-produzierende L. reuteri Stämme für die Hemmung 

von Campylobacter unter Geflügelcaecum- Bedingungen, verwendeten.  

Im ersten Teil dieser Arbeit untersuchten wir die Verwendung von Reuterin mit 

unterschiedlichen Acroleinkonzentrationen für die Dekontamination und 

Konservierung von frisch geschnittenem Kopfsalat. Reuterin-behandelte Salatproben 

wurden mit Proben verglichen, die entweder mit Leitungswasser oder 

Natriumhypochloridlösung gewaschen wurden. Keimzahlen von Enterobacteriaceae, 

Hefen und Schimmel wurden während 13 Tagen Lagerung unter modifizierter 

Atmosphäre (2% O2, 5% CO2 und 93% N2) bestimmt. Reuterinlösungen mit einem 

Acroleinanteil von 12.1, 20.9 oder 21.9 mM verringerten zwar die anfänglich 

vorhandene Keimzahl an Enterobacteriaceae (um 2.1 - 2.8 log CFU/g), Hefen und 

Schimmel (um 1.3 - 2.0 log CFU/g) im Vergleich zu ungewaschenen oder mit Wasser 

gewaschenen Salatproben. Gleichzeitig aber wurde eine ausgeprägte Verfärbung des 

Salates festgestellt. Im Gegensatz dazu wurde bei der Verwendung von Reuterin mit 

einem Acroleinanteil von 7.2 mM Acrolein, bei Natriumhypochlorit und Leitungswasser 
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keine oder eine nur sehr geringfügige Reduktion der Keimzahlen während des 

Waschens und Lagern des Salates beobachtet werden. Diese Arbeit wurde publiziert.  

Die Anpassung von L. reuteri an seine jeweiligen Wirte - Herbivoren, Schweine, 

Geflügel, Menschen und Nagetiere - resultierte in verschiedenen Abstammungslinien. 

Wenn man also L. reuteri als mikrobiellen Zusatz in Geflügel anwenden will, isoliert 

man am besten L. reuteri Stämme aus Geflügel, da diese an dessen Verdauungstrakt 

bereits angepasst sind. Bis anhin ist nur begrenztes Wissen über Genome von aus 

Geflügel isolierten L. reuteri verfügbar. So waren zu Beginn dieser Doktorarbeit nur 

sieben Genome von L. reuteri aus Geflügel beschrieben. Wir isolierten 25 L. reuteri 

aus dem Geflügeldarm, die auf ihre Reuterin-Produktion und Abwesenheit von 

übertragbaren Antibiotikaresistenzen getestet wurden. Alle waren empfindlich auf 

Cefotaxim (minimale Hemm-Konzentration (MHK) zwischen 0.016 und 1 µg/mL) und 

Penicillin (MHK zwischen 0.02 und 4 µg/mL). Zudem waren 23 Isolate fähig Reuterin 

zu produzieren. Auf dem Gengehalt und Kerngenom basierende phylogenetische 

Analysen zeigten, dass sich die isolierten 25 L. reuteri Stämme innerhalb der 

Geflügel/Menschen Abstammungslinie VI gruppierten. Es konnte gezeigt werden, 

dass das Genkluster pdu-cob-cbi in dieser Abstammungslinie häufig aber nicht 

zwingend vorkommt. Stämme mit diesem Kluster produzierten aus 600 mM Glycerin 

zwischen 156 mM und 330 mM 3-HPA. Basierend der beschriebenen 

Charakterisierung der Antibiotikaresistenz und Reuterin-Produktion wurde aus den 25 

isolierten L. reuteri, der Reuterin-produzierende Stamm PTA_F13 für den dritten Teil 

dieser Doktorarbeit ausgesucht.  

Im dritten Teil dieser Doktorarbeit wurde L. reuteri PTA5_F13 zur Reuterin-Produktion 

eingesetzt. Des Weiteren wurde die Wirksamkeit von Reuterin auf eine Bandbreite an 

C. jejuni und C. coli Stämmen, isoliert aus Geflügel und humanen Infektionen, getestet. 

Die MHK aller getesteten C. jejuni und C. coli Stämmen lag im Bereich von 1.5 bis 3.0 

µM Acrolein. Diese Konzentrationen liegen unter der des Referenzstammes zur 

Untersuchung der Reuterin-Sensitivität Escherichia coli K12 (16.5 µM Acrolein). In 

einer Ko-Kultur von C. jejuni N16-1419 und L. reuteri PTA5_F13 wurde deren 

Interaktion und der Einfluss von Glycerol während 24 h untersucht. In Einzelkultur und 

Ko-Kultur in einem für C. jejuni wachstumsfördernden Medium ohne Glycerol wurden 

Wachstum (Keimzahl und 16S rRNA Genkopien) und Fermentationsaktivität von C. 

jejuni N16-1419 detektiert. Die Zugabe von 28 mM Glycerol zur Ko-Kultur bewirkte 
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eine Reduktion von 7 log CFU/mL C. jejuni N16-1419 unter das Detektionslimit (1 log 

CFU/mL). Diese Hemmung von C. jejuni N16-1419 lässt sich auf die in situ Produktion 

von Reuterin zurückführen. Basierend auf den generierten Daten ist anzunehmen, 

dass die Kombination von L. reuteri und Glycerol oder aber industriell hergestelltem 

Reuterin, eine vielversprechende Möglichkeit zur Reduktion von Campylobacter spp. 

in der Nahrungskette darstellt.  

Um den Effekt von Glycerol und von aus Geflügel isolierten L. reuteri (in An- und 

Abwesenheit von Glycerol) auf die Geflügelcaecum-Mikrobiota isoliert von 

Wirtsfaktoren als externer Faktor zu studieren, wurde ein neues kontinuierliches 

Fermentations-Modell des Geflügelcaecums, basierend auf dem PolyFermS Systems, 

etabliert und validiert. Die Entwicklung des Models basierte auf physiologischen in vivo 

Daten wie dem pH-Wert, der Zusammensetzung der Bakterien und dem 

metabolischen Profil im Geflügelcaecums. Um das Wachstum und die Aktivität der 

Mikrobiota zu gewährleisten, wurde ein komplexes Nährmedium aus Substanzen, die 

im Caecum vorhanden sind, entwickelt. Mit diesem neuen kontinuierlichen 

Geflügelcaecum PolyFermS Modell konnte eine stabile Zusammensetzung der im 

Caecum vorhandenen Bakterien und stabiles Metaboliten Profil über einen Zeitraum 

von 70 Tagen aufrechterhalten werden. Diese Daten stimmen mit Dokumentationen 

über die mikrobielle Aktivität in vivo im gesunden Geflügelcaecum überein. Die 

immobilisierte Caecum-Mikrobiota wurde in einem sogenannten Inokulm-Reaktor 

kontinuierlich kultiviert. Dieser wurde dann benutzt, um weitere Reaktoren mit der 

Caecum-Mikrobiota zu inokulieren. Damit konnte sichergestellt werden, dass all diese 

parallel operierten Reaktoren die gleichen Mikrobiota enthalten und somit die 

gleichzeitige Untersuchung und der direkte Vergleich verschiedener Experimente in 

derselben Caecum-Mikrobiota erlaubte. Mit dem hier entwickelten Modell kann das 

Umfeld und die Mikrobiota eines Geflügelcaecums simuliert werden.  

In einer letzten Studie nutzten wir das neu etablierte Geflügelcaecum PolyFermS 

System, um den Effekt einer Supplementierung von L. reuteri PTA5_F13 und/oder 

Glycerol auf ebendiese Mikrobiota, zu untersuchen. L. reuteri PTA5_F13 stabilisierte 

sich bei 7.6 ± 0.1 log Genkopien/ml während täglicher Zugabe, was aber nicht zu einer 

Änderung der Mikrobiota-Zusammensetzung oder -Aktivität im Vergleich zur Kontrolle 

führte. Es wurde hingegen ein starker, konzentrationsabhängiger Effekt von Glycerol 

auf die Geflügelcaecum-Mikrobiota beobachtet. Dabei führte die Zugabe von Glycerol 
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zur in vitro Mikrobiota zu einer erhöhten Butyrat-Produktion, was wiederum ein 

erhöhtes Vorkommen von Ruminococcus, Clostridiales, Lachnospiraceae, 

Bacteriodes, and Lactobacillus spp in der in vitro Geflügelcaecum Mikrobiota zur Folge 

hatte. Zudem führte die Supplementierung von PTA5_F13 und/oder Glycerol in das 

Fermentationsmedium zur Reuterin-Produktion und einer Reduktion von 

Enterobacteriaceae. Mit dieser Studie konnte das Potential von Glycerol als billiges, 

leicht zugängliches Ergänzungsmittel zur Erhöhung der Butyrat-Produktion im 

Geflügeldarm aufgezeigt werden. Die in dieser Studie erlangten Erkenntnisse zeigen 

eine neue Möglichkeit der Einflussnahme auf den Gesundheitsstatus des 

Geflügeldarms auf, da Butyrat in vorherigen Studien mit diesem assoziiert wurde. 

Diese Doktorarbeit hat die erfolgreiche Hemmung des Keimwachstums durch Reuterin 

in komplexen Systemen demonstriert und somit dessen Potential als 

Dekontaminationsmittel für geschnittenen Salat aufgezeigt. Es wurde eine breite 

Wirksamkeit von Reuterin auf eine grosse Bandbreite von C. jejuni und C. coli 

beobachtet. Es wurde ebenfalls demonstriert, dass die Reuterin-Produktion und somit 

das Vorhandensein von Glycerol, notwedig für die Hemmung von Campylobacter 

durch L. reuteri (PTA_F13) in Ko-Kulturen ist. Es wurde des Weiteren ein 

kontinuierliches Fermentations-Modell zur Simulation von Geflügelcaecum entwickelt 

und validiert. Mittels dieses Modells konnte gezeigt werden, dass Glycerol einen 

Butyrat-Produktion fördernden Effekt in dieser in vitro Geflügel-Mikrobiota hat. All diese 

Erkenntnisse legen den Grundstein für die Anwendung von aus Geflügel isolierten 

Reuterin-produzierenden L. reuteri zur Reduktion oder Verhinderung der 

Kolonisierung von Enteropathogenen in Geflügel. Dennoch sind zukünftige in vivo 

Studien zur Untersuchung der Wirksamkeit vom Reuterin-produzierenden L. reuteri 

PTA_F13 und Supplementierung von Glycerol auf C. jejuni Kolonisationen notwendig. 

 

  


