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Der gastrointestinale Trakt der Saugetiere wird tearsenden Millionen von Mikroorganis-
men kolonisiert, deren Zahl um den Faktor 10 hdiegt als die der kdrpereigenen Zellen
(BACKHED et al., 2005). Vermutlich sind ca. 90%eallZellen des Korpers mikrobieller
Herkunft (EGERT et al., 2006). Die Kodierungsfalggkdes gesamten mikrobiellen Genoms
(od. microbiomn) ist dabei erheblich gréRer als die des Genom$&dagetiere und kodiert bio-
chemische Stoffwechselwege, die im Wirtsgenom miciithanden, aber lebenswichtig sind,
wie etwa die Fermentation von Glukanen (MAGALHABSk, 2007).

Der Charakter der Interaktionen zwischen den Bakiaund dem Organismus der Saugetiere
ist sehr komplex und noch nicht vollstdndig entdskélt, wird aber von vielen Forschern als
mutualistisch bezeichnet (BACKHED et al., 2005; BEEFSEN et al., 2007; LEY et al.,
2006). So kdénnen zum Beispiel einerseits die Zusamsetzung und funktionelle Aktivitat
der bakteriellen Populationen durch einzelne Konepden des lokalen mukosalen Immun-
systems (pattern recognitioftRezeptoren) beeinflusst werden, die gleichzatiig Eliminie-
rung unerwinschter Spezies und die Persistenzlgotoer Bakterien erlauben (KELL et al.,
1998; MAGALHAES et al., 2007). Andererseits konrigakterienper seregulativ auf den
Wirtsorganismus wirkerBacteroides thetaiotaomicragtwa kann die Expression der Gene in
den Epithelzellen fordern, die fur verschiedenespblggische Funktionen wie Absorption
und Immunantwort verantwortlich sind (HOOPER & GOBN, 2001). Nicht zuletzt hangen
Bakterien-Wirt-Interaktionen von den Interaktioremischen einzelnen Mitgliedern innerhalb
der bakteriellen Populationen ab. Aufgrund der texiz von ,Selbstmord“-Genesdk/hok
bei manchen Bakterien und der Expression von Asitogn oder Bakteriozinen kénnen bak-
terielle Gemeinschaften hinsichtlich der Lebengjiibit und metabolischen Aktivitat eine
gewisse Heterogenitat aufweisen (KELL et al., 1988AJALAHTI et al.,, 2003; BEN-
AMOR et al., 2005). Die Mikrobiota kann dabei sowatetabolisch aktive Zellen als auch
lebendige aber nicht kultivierbargigble but non-culturableyBNC), physiologisch aktive
aber nicht kultivierbareative but non-culturableABNC) sowie tote Zellen erhalten (YA-
MAMOTO, 2000).

Einer von vielen Faktoren, die die Komplexitat destrointestinalen Mikrookosystems bzw.
dessen Wechselwirkungen mit dem Wirtsorganismusnfyessen, ist die hohe Diversitat
bakterieller Gemeinschaften. Neueren Studien zafalge auf der 16S rRNA-Analyse basie-
ren, kénnen mehr als 1000 verschiedene Spezie®den der Saugetiere besiedeln. Davon
kénnen bis zu 80% zu den bis jetzt nicht kultiveedn Spezies mit nur zu geringem Teil ver-
standenen Funktionen, Wechselwirkungen und Potemzigehtren (DETHLEFSEN et al.,

1
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2007). Am intensivsten werden derzeit Zusammenggtand Diversitat der luminalen bakte-
riellen Gemeinschaften des Dickdarms untersuchs, abeer aufgrund der Existenz mehrerer
einzigartiger und von einander verschiedener Malkrad Mikrohabitate innerhalb des Ver-
dauungstraktes (,raumlicher Gradient® EGERT et 2006) keinen Aufschluss auf die
Mikrobiota der vorderen Abschnitte (Magen, Diunndaoder der Schleimhéaute gibt (FRE-
TER 1992; MACFARLANE & DILLON 2007; ZOETENDAL et g12002; ECKBURG et al.,
2005).

Allerdings beeinflusst nicht nur der raumliche, dem auch der zeitliche Gradient die Kom-
plexitat und die metabolische Aktivitat der intesien Mikrookosystems: Wahrend des Le-
bens des Makroorganismus (hier: des Schweins) ek sich die bakteriellen Gemein-
schaften von einer einfachen und labilen Mikrobiatader neonatalen Phase zu einer
komplexen und stabilen bakteriellen Besiedlung watirdes erwachsenen Lebens (MACKIE
et al., 1999; EGERT et al., 2006). Die Entwickluder gastrointestinalen Mikrobiota des
Schweins ist dabei nicht nur ein komplexer, son@erch ein sehr dynamischer Prozess: Un-
ter konventionellen Bedingungen werden Ferkel indté@ten bis vierten Lebenswoche von
der Mutter abgesetzt und die Milchdiat durch eistfuster ersetzt. Diese Ereignisse sind so-
wohl mit der drastischen morphologischen und imnhagischen Reifung des gastrointestina-
len Traktes als auch mit der Veradnderung der Zusamsetzung und der Stoffwechselaktivi-
tat der gastrointestinalen Mikrobiota verbundenQWE et al., 2005). Die bedeutsamsten
Folgen des Absetzens und des Diatwechsels fir @asind Stress und eine darauf folgende
hohe Durchfallinzidenz (bis zu 52%) sowie eine nuigirweise héhere Sterblichkeit (JONS-
SON & CONWAY, 1992; KATOULI & WALLGREEN, 2005).

Vor diesem Hintergrund werden seit Jahrzehntenchedene Mittel entwickelt, welche die

Mikrobiota des Darms der Saugetiere bzw. der Samev@uch in der friihen neonatalen Pha-
se) gunstig beeinflussen und stabilisieren soll@a.Anwendung von Probiotika, die zu die-

sen Mitteln gehoren, zielt in der Landwirtschaftr alem auf die Verbesserung der Leis-
tungsparameter der Tiere; Probiotika werden dorgeningerem MalRe als Therapeutika
eingesetzt. Das seit 2006 in Kraft befindliche EEryot antibiotischer Leistungsforderer und
die mehrfach nachgewiesene signifikante Reduziedemdurchfalle bei abgesetzten Ferkeln
hat Probiotika zu einem attraktiven Futterzusatt#toder Schweineerndhrung gemacht, wo-
bei allerdings hinsichtlich vieler anderer Leistspgrameter (Futterverwertung, Gewichtszu-
nahme), die ebenso die wirtschaftliche Effizienz 8ehweinezucht bestimmen, nur selten
signifikante Effekte beobachtet werden (FULLER, 998IMON, 2005; TARAS et al., 2005,

2007). Von besonderem Interesse ist dabei die dlmire der probiotischen Bakterien an der
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Verdauung von Nahrungssubstraten, die unmittelmaiFdtterverwertung bzw. Gewichtszu-

nahme beim Tier beeinflussen kdnnte. Obwohl die ddastriden nicht zu den Tierarten ge-
horen, bei denen die bakterielle Verdauung unalbdirey Bestandteil der Erndhrungsphysio-
logie ist (JEROCH et al., 1999), werden Laktat dlicthtige Fettsauren — Endprodukte
bakterieller Kohlenhydrat-Fermentation — entlang desamten gastrointestinalen Traktes
von Schweinen (je nach Darmabschnitt in untersdicieeh Konzentrationen) detektiert (Sl-
MON, 2006). Uber die quantitative Bedeutung destdréadlen Nahrstoffabbaus bei Schwei-
nen stehen aber nur unzureichende Kenntnisse atiigémg. Ein moéglicher Grund sind die
oben gekennzeichnete Komplexitat bzw. die immehnoangelhaften Kenntnisse Utber die
Zusammensetzung und die Wechselwirkungen des mordmestinalen Mikro6kosystems,
dessen Modifizierung allerdings als Hauptwirkungshamismus der Probiotika in der Tier-

ernahrung betrachtet wird.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Einflugs gbrobiotischeriEnterococcus faecium

NCIMB 10415 auf die Milchsduremikrobiota und ihreefBvechselaktivitat im gastrointesti-

nalen Trakt (Magen, distaldgjunumund Colon ascendefns/on Ferkeln unter Zuhilfenahme

molekularbiologischer Methoden — Real-Time PCR DM&GE — zu untersuchen. Ausgehend
von der Hypothese, dass artverwandte bzw. dashglditabitat besiedelnde Bakterien am
ehesten Kandidaten fur einen probiotischen Einfkisd, sollte vor allem die Population der
Laktobazillen, die phylogenetisch mit den Enterdéek verwandt sind und einen wichtigen
Teil der ,gesunden® gastrointestinalen Mikrobiotarstellen, auf einem qualitativen und
quantitativen Niveau untersucht werden. Die Analgsite Aufschluss dartiber geben, ob
durch frihzeitigen Probiotikaeinsatz (ab dem 1.dretag) die bakterielle Besiedlung von
Ferkeln derart modifiziert werden kann, dass ihredékstandsfahigkeit gegen mogliche
Krankheitserreger an kritischen Lebenspunkten (\Welctier Diat, Absetzen) erhéht wird. Im

Einzelnen sollten mit der Untersuchung folgenddezierfolgt werden:

1. Bestimmung und Verbesserung der NachweisgrenzerRdat-Time PCR und
DGGE fur die Analyse der gastrointestinalen Mikadhibeim Schwein;

2. Ermittlung der Uberlebensfahigkeit des probiotistEefaeciumNCIMB 10415 in
verschiedenen Bereichen des Verdauungstrakts (MafistalesJejunum, Colon

ascendensbei Ferkeln;

3. Qualitative und quantitative Charakterisierung d&krobiota sowie ihrer Stoff-
wechselaktivitat (Laktat, Ammonium, flichtige Féitisen) in verschiedenen Be-
reichen des Verdauungstrakts und in verschiedeedernsabschnitten (Saugperi-
ode, Zeit um das Absetzen) bei Ferkeln nach Pnébio:-Gabe

3
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1. DIE MAGEN-DARM-MIKROBIOTA ALS KOMPLEXES MIKRO-
OKOLOGISCHES SYSTEM

1.1 Komponenten des mikrobiellen Okosystems

Auf der Oberflache und im Kérper der Saugetierestisdien rund 15-10* mikrobielle Zel-
len. Diese bakteriellen Populationen werden alsrafund dynamische Okosysteme betrach-
tet, die sich in standigen Interaktionen mit demkharganismus befinden (LEY et al.,
2006). Komponenten dieses mikrobiellen Okosystemslan auch mithilfe einer Reihe 6ko-
logischer Termini beschrieben. So teilen MIKELSAA&Ral. (2004) das gesamte mikrobielle
Okosystem in Mikrobiozenosen und Mikrobiotope e#faupteinheit des mikrobiellen Oko-
system ist dabei die Mikrobiozenose (od. Mikrobjptiie als ,eine Gemeinschaft von quali-
tativ verschiedenen Gruppen von Mikroorganismeg, 9ich in dynamischen Fluktuationen
befinden, aber relativ stabile quantitative Chagektika haben, beschrieben werden kann.
Das Mikrookosystem enthalt mehrere Mikrobiozenosha,sich in bestimmten Lokalisatio-
nen des Wirts (mikrobielle Biotope, Nischen, Mikabitate) verorten lassen. Daraus folgt,
dass das mikrobielle Biotop oder Mikrobiotop ,eimeal ist, das fir Leben und Wachstum
der Mikroorganismen geeignet ist“ (MIKELSAAR et,&004).

Laut KASSEN & RAINEY (2004) verlauft die bakterielBesiedlung bestimmter Mikrohabi-
tate nach den grundlegenden Prinzipien der Evaisticeorie: Die Nischen des Makroorga-
nismus sind nur mit denjenigen bakteriellen Spelaessedelt, die sich im Zuge einer Selekti-
on den Nische-spezifischen Bedingungen am bestgepasst haben. Solche Spezies werden
alsautochtonoderindigenbezeichnet; zu ihren typischen Merkmalen gehdrgaruanderem
die langfristige Assoziation mit dem Makroorganisraowie das Verharren ihrer Populati-
onsgrofRe auf einem bestimmten Niveau (SAVAGE, 19D1@ autochtonen Spezies bilden
aul3erdem innerhalb der Nische eine Gemeinschiaftgx communitySAVAGE, 1977), in
welcher jede bakterielle Art nur eine bestimmteldehte erreichen kann und deren Zusam-
mensetzung bzw. Funktionen sich oft von den Gerbaften anderer Mikrohabitate deutlich
unterscheiden. Eine der wichtigsten Funktionen chitmer Bakterien ist das Ermdglichen
der Kolonisationsresistenz (BERG, 1996; ZOETENDALak, 1998). Eine weitere Kompo-
nente des mikrobiellen Okosystems sind Bakteriém,ads der Umwelt in den Makroorga-
nismus gelangen und adlochtonbezeichnet werden. Sie treten normalerweise nrirbew-
gehend auf und gehen keine Interaktionen mit delkrdfiabitat ein. In einigen Fallen, wie
z.B. bei Stérungen des bakteriellen Gleichgewichtéanen diese Spezies jedoch die Mikro-
habitate autochtoner Bakterien besiedeln, was zprdssion pathogener Faktoren flhren
kann (DETHLEFSEN et al., 2007).



LITERATURUBERSICHT

Die Einteilung der Bakterien in autochtone und @itone Spezies wird allerdings von zahl-
reichen Autoren kritisiert. So vermerkt WALTER (Z)Q dass aufgrund der Einmaligkeit
einiger Mikrohabitate autochtone Spezies eines tdt{z.B. Peristaltik des Darms) fiir ande-
re Nischen allochton sein kdnnen. Besonders sckimerbeide Typen von Bakterien in der
frhen postnatalen Phase zu unterscheiden, waklesngiol3e Fluktuationen in der Diversitat
der Mikrobiota sowie die Herausbildung neuer Milabitate erfolgen (VANBELLE et al.,
1990).

1.1.1 Mikrohabitate

Durch die anatomischen und histologischen Besomiterh des gastrointestinalen Trakts
werden verschiedene, oft einzigartige Mikrobiotdipedie Mikrobiota etabliert und dadurch
auch in ihrer ganzen Zusammensetzung und ihrentieumek beeinflusst (SAVAGE, 1977;
BERG 1996). Nach FRETER (1992) kénnen Mikroorgamisrimnerhalb des gastrointestina-
len Traktes vier verschiedene Mikrohabitate bedred@as erste Habitat, das vor allem
vitro untersucht wurde, ist die Oberflache der epitheiiZelle, an die sich Bakterien mithilfe
ihrer zahlreichen Adhasionsmechanismen anheftenéirDas zweite Mikrohabitat ist die in
den Lieberkihn-Krypten liegende Mukosa, die besmndearch spiralférmige Bakterien wie
Borrelia, Treponema, Spirillura.a. besiedelt ist. Ein weiteres Habitat ist diekibka epithe-
lialer Zellen, die in engem Kontakt mit dem Epiibet steht, allerdings aufgrund der auf-
wendigen Probenentnahme die wissenschatftliche Aaalgr gewisse Komplikationen stellt.

Das vierte und am haufigsten untersuchte HabitatasLumendes Darms. Hinsichtlich der
Zusammensetzung und Funktionen demenMikrobiota existieren in der Literatur divergie-
rende Meinungen. Nach SAVAGE (1977) reprasentiét LdumenMikrobiota diejenigen
bakteriellen Populationen, deren Lebensraum dierflalcee der Nahrungspartikel ist, und
unterscheidet sich in ihrer Zusammensetzung déutan den mukosalen Gemeinschaften.
Eine ahnliche Definition findet sich auch bei FRER'EL992), der Ursprung und Zusammen-
setzung der lumenalen Mikrobiota diskutiert, jedschlussfolgert, dass luminale bakterielle
Populationen sowohl Ergebnis der Vermehrung lunegridékterien als auch Folge der Ver-
mehrung mukosa-assoziierter Bakterien sein konbEBER et al. (2002) vertreten die Mei-
nung, dass beide Mikrohabitate (Mukosa und Lumemgld Mukosa-Exkretion, epithelialen
Turnover und Darm-Peristaltik verbunden sind unel mhukosa-assoziierten Bakterien eine
Subpopulation der luminalen Mikrobiota darstellen.

Deutliche qualitative und funktionale Unterschietke mukosalen und luminalen bakteriellen
Populationen wurden von MACFARLANE & DILLON (200Hpchgewiesen. Mittels konfo-

kaler Laser-Scanning-Mikroskopie weisen die AutoirerLumendes humanegolonsnicht
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nur Mikrokolonien auf der Oberflache der Nahrungs$tate nach, sondern auch verstreute,
allein liegende Zellen. Beide bakteriellen Gemdmagten (an der Oberflache der Nahrungs-
partikel haftende bzw. nicht haftende) enthieltégiope Arten und Spezies, waren jedoch
unterschiedlich metabolisch aktiv. So wurde gezelgss Bakterien, die mit der Oberflache
der Nahrungspartikel verbunden waren, am schnellBelysacharide fermentierten, nicht
haftende Zellen hingegen Oligosacharide. Auch imbhick auf einzelne Enzymaktivitaten
waren Unterschiede zwischen beiden Populationermerzeichnen. Die Expression ven
Fucosidase und N-acetytGalactosaminidase bei haftenden Zellen etwa wlaw&cher als

bei nicht haftenden Bakterien.

In derselben Arbeit untersuchten MACFARLANE & DILINDauch die Zusammensetzung
mukosaler bakterieller Populationen. Bei Fluoregaarsitu-Hybridisierung (FISH) undi-
ve/deadrFarbung der mukosalen Bakterien zeigte sich, dassViehrheit der beobachteten
Bakterien (Enterokokken, Bakteroiden, Bifidobalkte)i und besonders Zellen, die nahe der
Oberflache der Mukosa lagen, lebendig waren. Die#am vermuten, dass diese in der Mu-
kosa detektierten Bakterien zu aktivem Wachstungfaimd und eine einzigartige Population
darstellen, deren Anwesenheit kein Ergebnis eiassigen Ubertragung aus dem Lumen ist.
Eine indirekte Bestatigung dieser These findet $iehZOETENDAL et al. (2002), die mit-
tels PCR-DGGE humane bakterielle 16S rDNA-Profile 8iopsie-Proben voGolon ascen-
dens transversunund descendensn Vergleich zu Faeces untersucht haben. Mittaksch-
neter Ahnlichkeits-Indizes wurde festgestellt, d&@slon- und Faeces-Proben ca. 13%
Ahnlichkeit aufwiesen, die Colon-Proben untereirarthgegen etwa 90-99%. ECKBURG et
al. (2005) haben ebenso deutliche Unterschiedechersden Zusammensetzungen der Mu-
kosa- und Faeces-Mikrobiota festgestellt. Auf Basia 16S rDNA-Analysen von Biopsie-
Proben aus der@olon (ascendendransversumdescendenandsigmoid und Faeces-Proben
konnten signifikante Differenzen in der Prasenzelimer phylogenetischer Gruppen in bei-
den Habitaten nachgewiesen werden. Anhand der &ikdits-Indizes folgerten die Autoren,
dass die Faeces-Mikrobiota ,eine Kombination anzednen mukosalen und nicht haftenden

Bakterien des Lumens" ist.

1.1.2 Diversitat der Magen-Darm-Mikrobiota

Die bakterielle Diversitat des gesamten Planeted werzeit auf 55 PhylBacteriaund 13
PhylaArchaeageschatzt (LEY et al., 2006). Besonders intensixdeulie bakterielle Diversi-
tat im vergangenen Jahrzehnt Uber 16S rRNA-Gerersutht, die als Zielsequenzen fir die
Detektion und Identifizierung der Bakterien dienfnf diese Weise wurde ermittelt, dass in

tierischen Organismen nur vier Phyla VBacteria— Firmicutes,BacteroidesActinobacteria
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und Proteobacteria— dominieren. In humane@olon-Proben konnte auch eine Spezies von

Archeae— Methanobrevibacter smithi- nachgewiesen werden (BACKHED et al., 2005;
ECKBURG et al., 2005). Innerhalb der genannten samderen, weniger dominanten Phyla
(Chlamydiae, Cyanebacteria, Defferibacteres, Deimoos-Thermus, Fusobacteria, Spiro-
chaetes, Verrucomicrobia, TM7, Sbnnten mithilfe der 16S rRNA-Analyse mehr al®Q0
verschiedene Spezies ermittelt werden. Die Mehrd#&der detektierten Stamme gehort zu
den Gram-positiven Bakterien und 80% von ihnen e kiis jetzt nicht kultivierten Spezies
(DETHLEFSEN et al., 2007).

Die bakterielle Diversitat der Saugetiere kann |IRBERT et al. (2006) ,durch deutliche
raum-zeitliche Gradienten* charakterisiert werdBaekterielle Gemeinschaften weisen wéh-
rend des Lebens des Wirtsorganismus eine bestifentteicklung auf: von einer einfachen
und unstabilen Mikrobiota in der neonatalen Phaselauerhaften komplexen und stabilen
Gemeinschaften wahrend des erwachsenen LebensicBtetiet man den r&umlichen Gra-
dient, kbnnen die einzelnen humanen und tierisdhi&nobiota auf Phylum-Niveau eine ahn-
liche Zusammensetzung, auf dem Gattungs-, SpeaznesStadmme-Niveau jedoch einzigarti-
ge Profile aufweisen (DETHLEFSEN et al., 2007).

Die Diversitat der intestinalen Mikrobiota der Teescheint — auf 16S rRNA-Analyse basie-
renden Studien zufolge — sehr komplex zu sein warh lbis zu 83% an diversen unklassifi-
zierten und unkultivierten Spezies enthalten (LESERI., 2002). Die Mehrheit der detektier-
ten bakteriellen Phylotypen der porcindleum, Cecumund Colon gehort, analog zur
humanen Mikrobiota, zu den PhyfrmicutesundBacteriodes Tabelle 1 liefert einen Uber-

blick Uber die Diversitat der porcinen intestinaMikrobiota nach LESER et al. (2002).
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Tab. 1: Bakterielle Diversitat der porcindleum-, Cecumund ColonMikrobiota auf dem Phylum-,
Gattungs- und Spezies-Niveau nach LESER et al2)200

Verbindung detektierter Phylotypen zu den einzelnen
Spezies

Phylogenetische Gruppe Anzahl
detektierter
Phylotypen
Eubacteriunund verwandte 125
Clostridiumund verwandte 109
Bacillus-Lactobacillus- 46
Streptococcu&dntergruppe
Flexibacter-Cytophaga- 42
Bacteroidessruppe
Proteobacteriae 20
Sporomusaind verwandte 15
Mycoplasmaund verwandte 8
Hoch-G-C-Bakterien 4
Spirochetesind verwandte 2
Clostridium purinolyticum 1
Gruppe
Planctomycesind verwandte 1
Flexistipes sinusarabias- 1
semblage
Anaerobaculum thermoterre- 1
numGruppe

Butyrivibrio crossotus B. fibrisolvens, B. fibrisolvensClo-
stridium aerotolerans C. aminobutyricum, C. coccoideS§.
glycolicum, C. herbivorans, C lituseburense C. pabcharol-
yticum C. populeti C. symbiosum C. xylanolyticu@opro-
coccus eutactus.Eubacterium cellulosolvensE. eligens, E.
formicigenerans, E. hadrunk. hallii, E. ramulus, E. rectale
E. ruminantium E. timidum, E. ventriosum, E. xylanophilum
Lachnospira pectinoschizaPseudobutyrivibrioruminis. Ro-
seburia cecicola Ruminococcusgnavus, R.. lactaris, R.. 0-
beum R.. schinkii.

Clostridium baratum, C. botulinum, C. celatum, C. leptum, C.
longisporum C. perfringens, C. termolacticuritubacterium
desmolansE. siraeum.Ruminococcusalbus R. bromij R.
callidus, R. flavefaciensSporobactetermitidis

Abiotrophia adiacens Enterococcusfaecium E. hirae Ge-
mella haemolysansLactobacillus agilis, L. alimentarius L.
amylovorus L. brevis L. collinoides L. delbrueckij L. farci-
minis, L. johnsonij L. mucosagl. murinus L. panis L. plan-
tarum, L. pontis, L. reuteri L. ruminis L. salivarius subsp.
salivarius L. vaginalis Pediococcusparvulus Staphylococ-
cus epidermidis.Streptococcusalactolyticus S. hyointestina-
lis, S. gallolyticusS. salivaS. suisWeissellaconfus.

Bacteroidedistasonis, B. fragilis, B. merdae, B. putredirds,
uniformis. Porphyromonasmacacae.Prevotella albensis, P.
bryantii, P. buccae P. denticql®. nigrescens, P. loescheii, P.
oris, P. ruminicola, P. tannerae, P. veroraliRikenella mic-
rofusus.

Actinobacillus minor, A. porcinusBlastobacterdenitrificans.
Campylobactersp. Desulfomonaspigra. E. coli. Gallionella

ferruginea,Haemophilussp, Halomonasaquamarina,Heli-

cobacterrodentium, Oceanospirillum pusillum, Oxalobacter
formigenes, Pantoea agglomerans Pasteurella aerogenes,
Pelobacterpropionicus,RoseateledepolymeransSutterella
wadsworthensisThiocapsaroseopersicina.

Acidaminococcus fermentans,Dialister pneumosintesMe-
gasphaeraelsdenii,Mitsuokella multacida,Phascolarctobac-
terium faecium Peptococcusiger, Schwartziasuccinivorans,
Selenomonasuminantium Veillonella dispar, V. parvula.

Spiroplasmasp.Mycoplasmasp.

Atopobiumparvulum,Bifidobacterium asteroids Eggerthella
lenta, Sanguibacterinulinus.

Spirochaetasp. Treponemabryanti.

Pseudoramibactealactolyticus

Pirellula marina

Dethiosulfovibrio peptidovoransFlexistipessinusarabici,
Geovibrioferrireducens.

Anaerobaculumthermoterrenum
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1.1.3 Lebensfahigkeit der Bakterien

Einzelne bakterielle Gemeinschaften des Wirtsograns kénnen sich nicht nur hinsichtlich
der qualitativen und quantitativen Strukturen usttbeiden. Auch beztiglich der funktionalen
Aktivitat ihrer einzelnen Mitglieder konnen bak&len Gemeinschaften eine gewisse Hete-
rogenitat aufweisen. Es ist dabei wichtig zu wisseim alle Mitglieder der Gemeinschaft
gleich lebensfahig und metabolisch aktiv sind (ZEGRDAL et al., 2006). Der einfachste
Test fur die Bestimmung der Lebensfahigkeit dertBa&n ist ihre Kultivierung. Vor dem
Hintergrund der Tatsache, dass sich bakteriellee@eh verschiedenen physiologischen Zu-
standen befinden kdnnen, liefern Ergebnisse digssts jedoch lediglich Aufschluss tber
solche Bakterien, die lebendig und vermehrungsfihig. aktiv und kultivierbar sind (KELL
et al., 1998).

Neben aktiven Zellen enthalten bakterielle Popotan auch lebendige aber nicht kultivier-
bare yiable but non-culturableyBNC), physiologisch aktive aber nicht kultivierieagctive
but non-culturable ABNC), sowie tote Zellen. Die VBNC werden dabei #&bensfahige,
aber durch verschiedene Schadigungsfaktoren wepigesiologisch bzw. vermehrungsaktive
Zellen bezeichnet. Die ABNC sind im Prinzip totell@e, die mikroskopisch jedoch noch
einige Lebensmerkmale (Zell-Elongation, funktionilezyme) aufweisen kénnen (YAMA-
MOTO, 2000). Bei toten Zellen kbnnen einzelne Komgrden wie Membrane, fragmentierte
DNA oder einige Enzyme, die keine funktionale Badag haben, detektiert werden.

Den unkultivierbaren Zustand und die Beschadiguaktdrieller Zellen konnen sowohl un-
gunstige Kultivierungsbedingungen (Temperatur, 8da#konzentration) als auch physische
Beschéadigungen der Zellen (u.a. ihrer Membrane Dii&%), ein Mangel an zellularen Kom-
ponenten (z.B. Ribosomen), die Aktivierung lysogeBakteriophagen und der ,Selbst-
mord“-Gene (z.Bsok/hol oder auch die Expression von Autolysinen veruread KELL et
al., 1998). In einem unkultivierbaren Zustand (VNB@rd bei den Zellen eine Reduzierung
des Nahrstofftransportes und der Sauerstoffrateesdi® Verhinderung der Biosynthese ver-
schiedener Makromolektile beobachtet (PORTER e1995; BEUMER et al., 1992; FEDE-
RIGHI et al., 1998; YARON & MATTHEWS, 2002). Die fpression von Virulenzgenen
kann aber durch den unkultivierbaren Zustand rieainflusst werdeQJONES et al., 1991;
COLWELL et al., 1996RAHMAN et al., 1996; PRUZZO et al., 2002; ADAMS at2003).
Die Ruckkehr unkultivierbarer Zellen (VNBC) in dektiven, kultivierbaren Zustand ist
durch die Eliminierung von Stressfaktoren (Zugabsétzlicher Nahrungssubstrate, Verande-

rung der Temperatur, Ruckkehr in das passende aipbitwie die Reparatur von Beschadi-
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gungen und die Aktivierung replikativer Funktionrcln einen Temperaturschock oder durch
Behandlung mit Ammoniumsalzen mdglich (YAMAMOTO, ).

Die Bestimmung des physiologischen Zustandes ddebellen Zellen kann durch die An-
wendung verschiedenen Methoden erreicht werderhiliéitder Durchflusszytometrie mit
live/dead-Farbung konnten APAJALAHTI et al. (20@®jigen, dass ein Drittel aller Bakteri-
en in humanem Faeces tot waren. Unter Verwendungseihnlichen Protokolls zeigten
BEN-AMOR et al. (2005), dass 50% der Zellen lebgnaaren. 20% reagierten sowohl auf
live- als auch aufleadFarbung positiv und wurden von den Autoren als lhédigte Zellen
bezeichnet. Innerhalb aktiver Populationen wurdabed Butyrat bildende Bakterien detek-
tiert, unter den toten Zellen hingegen Vertreter@attungerBacteroides, Ruminococcusd

Eubakterium

1.2 Interaktionen zwischen Makro- und Mikroorganismus

Die Magen-Darm Mikrobiota, die sich im Zuge ein@ngen, ko-evolutionaren Folge symbio-
tischer Interaktionen zwischen den Mikro- und Makganismus entwickelt, spielt eine wich-
tige Rolle in der Unterstitzung der humanen undstiben Gesundheit (MAGALHAES et
al., 2007). Diese vollzieht sich sowohl durch dierMnderung der Kolonisierung mit patho-
genen Mikroorganismen und die Teilnahme an der Mawndg der Futterkomponenten, als
auch durch die Unterstitzung des mukosalen Immtersgs(KELLY et al., 2007). Neuere
Studien zeigen, dass die Mikrobiota, vor allem ihieht pathogenen Vertreter, auch andere
metabolische Prozesse des Wirts wie z.B. den Lipiftgechsel, die Veranlagung zu Fettlei-
bigkeit, die Entwicklung des Immunsystems, Entzing$d und Reparatur-Reaktionen sowie
die Angiogenese beeinflussen kénnen (BACKHED et2004; LEY et al., 2006; TURN-
BAUGH et al., 2006; KELLY et al., 2004; STAPPENBE@Kal., 2002).

a) Darm-Morphologie und Peristaltik
Zahlreiche Erkenntnisse Uber den Einfluss der iimaien Mikrobiota auf die Morphologie
des Darms stammen aus gnotobiotischen Studierenardkeimfreie Nagetiere (Méause, Rat-

ten) sowie Vogel (Broiler) mit konventionellen Teerverglichen werden.

Zu den morphologischen Anderungen, die bei keimafrefieren registriert wurden, gehorte
die Verringerung der intestinalen Masse, Breite badge (u.a. langliche€aecummit din-

ner mukosaler Schicht) (BERG 1996; VAN KESSEL et 2004). Anhand der Ultrastruktur
des Darms zeigten ICHIKAWA et al. (1999), dass Keame Tiere langere Zotten und weni-
ger tiefe Krypten aufweisen, was zur Reduzierung mhotischen Index und der Erneue-
rungsrate von Epithelzellen fihren kann (ALAM et 3994). Diese Effekte werden dabei
sowohl durch Bakterieper seals auch durch ihre Metaboliten bedingt. VISEK (Zp8ufol-
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ge kénnen Produkte des bakteriellen Stickstoff-Meliamus (Ammoniak und Amine) einen
schadlichen Einfluss auf die mukosale Struktur basiHAMPSON (1986) und MILLER et

al. (1986) wiesen eine drastische Verringerung L#ten-Lange und eine Vertiefung der
Krypten bei abgesetzten Ferkeln nach und begrindiitss mit der radikalen Veranderung

der Mikrobiota nach dem Absetzen.

Abgesehen von den genannten Beispielen haben Bakiand ihre Metaboliten jedoch einen
unterschiedlichen Einfluss auf das Darm-EpithelitBARCIA-LAFUENTE et al. (2001)
haben festgestellt, dass Laktobazillen die Dicleteintestinalen bakteriellen Barriere erhéhen
kénnen unckE. colidie Permeabilitdt der Kolonozyten fur luminale irex Auch bakterielle
Metaboliten wie fliichtige Fettsduren sind in degéadie Erneuerungsrate der epithelialen
Zellen der Krypten erh6hen, was insgesamt einertiégsler Darmwand-Masse ermdglicht
(SAKATA, 1987; MACFARLANE & MACFARLANE, 2003).

Auch die Peristaltik des Magen-Darm-Traktes kanrcliaie Mikrobiota beeinflusst werden.
FALK et al (1998) berichten, dass die Peristaltds dvorderen Darmtraktes bei keimfreien
Tieren im Vergleich zu den konventionellen langsaise Eine Reihe von Forschern hat die-
sen Effekt den Endprodukten des bakteriellen Mdistbos — den flichtigen Fettsduren —
zugeschriebenlIn vitro-Untersuchungen von YAJIMA (1985) zeigten, dassseeiedene
Konzentrationen fliichtiger Fettsduren auch unteesitiche Auswirkungen auf die Peristaltik
des Ratten-DickdarmsCplon) haben kdnnen. So wurde eine maximale kontrakiikevitat
bei der Konzentration von 10 mM beobachtet, wahr&®@d mM zu ihrer vollstandigen Er-
lahmung fihrten. Der Wirkungsmechanismus kann dataeh TOPPING & CLIFTON
(2001) sowohl systematische humorale und neurovidge als auch lokale Reflexe bzw.
einen myogenen Einfluss flichtiger Fettsduren afythtte Muskulatur einbeziehen.

In zahlreichen Versuchen mit gnotobiotischen Tiesemden auch andere mdgliche Einflisse
der Mikrobiota auf die Morphologie sowie physiolsglie und biochemische Prozesse im
Darm aufgezeigt. Ein Vergleich der morphologischginysiologischen und biochemischen

Prozesse im Darm bei gnotobiotischen und konveelliem Nagetieren ist etwa in der Arbeit

von BERG (1996) zu finden. Zusammengefasst isedigsrgleich in Tabelle 2.

11
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Tab. 2: Charakteristika einiger morphologischer, physiadobier und biochemischer Prozesse im
Darm gnotobiotischer Nagetiere im Vergleich mit kentionellen Nagetieren nach BERG (1996)

Morphologie

VerlangertesCaecum

Niedrigere Masse bzw. reduzierte Oberflache denmPafand
Dinnere Zotten

DiinnereLamina propia

Reduzierte Leber-, Herz-, Nebennierengrol3e
Reduziertes Blut-Volumen

Physiologie und Biochemie

Reduzierte intestinale Peristaltik (erhdhte Tranedt)

Reduzierte Erneuerungsrate von Epithelzellen dée#o

Veréanderte Enzymaktivitat (z.B. reduzierte Trypsarhdhte 3-Glucuronidase-Konzentration:2n)
Niedigerer pH-Wert des intestinalen Inhalts

Erhohtes Sauerstoff-Niveau bzw. Redoxpotenzial

Reduzierte Herzleistung

Reduzierter Blutstrom (zu Darm, Leber usw.)

Reduzierte Synthese der Vitamine K und B

Fehlen der Transformation von Gallensduren

Mangel an fliichtigen Fetts&uren

b) Epithelzellen als Hauptort der Wirt-Bakterien-beraktionen

Die Epithelzelle und ihre Oberflache stellen eirf@m besonders intensiver wechselseitiger
Kontakte zwischen Makro- und Mikroorganismus daasHauptergebnis dieser Interaktio-
nen (od. gross-talk procesyist die Entstehung der Kolonisationsresistenelcle die Rolle
der ersten Barriere in der Abwehr gegen Pathogeménemt, sowie der Erwerb der gesamten
Mikrobiota-Struktur des gastrointestinalen Trak{g©ETENDAL et al., 2006). Der Wirt
kann einerseits die Eliminierung pathogener Ba&tefordern und andererseits gunstige Be-
dingungen flr autochtone, nicht pathogene Spetzieaffen (HOOPER & GORDON, 2001).
Eine kritische Rolle spielen dabei unter andereen @iykokonjugate oder Glykane — hoch
glykolysierte Makromolekile mit einer komplexen Zuosnensetzung und Diversitat, die von
Becherzellen des Krypten- und Zotten-Epitheliuméagig des Darms produziert werden und
an der Erkennung oberflachlicher Polysacharide Bnateine der Bakterien beteiligt sind
(MAGALHAES et al., 2007). Das Glykokonjugat(MucinEetz bildet eine relativ klebrige
Struktur, in der pathogene Bakterien gefangen wmrdhddie intestinale Peristaltik aus dem
Organismus eliminiert werden kénnen (HOOPER & GORD®@001). Die funktionale Akti-
vitat der Glykokonjugate bzw. die Beschaffenhett idelonisationsresistenz kann dabei von

12
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solchen Faktoren wie Wirtsgenetik, Reife der Epi#bke, Lokalisation im Darm (Darmab-
schnitt), Alter des Tiers sowie Futterungstyp béesst werden (FALK et al., 1998; SPECI-
AN & OLIVER, 1991; BARROW et al., 1980; TURCK et.all993; SHARMA & SCHU-
MACHER, 1995).

Aktuelle Arbeiten zeigten allerdings, dass nicht @lykokonjugate (Mucine) die bakterielle
Besiedlung, sondern umgekehrt auch die Bakterilystsdie Muzineexpression beeinflussen
bzw. modifizieren kbnnen. Das bekannteste und amfiggien zitierte Beispiel hierflr ist die
Interaktion zwischerBacteroides thetaiotaomicroond den Enterozyten des Mausedarms.
BRY et al. (1996) zeigten, dad$d. thetaiotaomicroneinerseits Fukose aus dem Mukus
verstoffwechselt und andererseits die Produktion Fae:l,2Gal3-Glykanen stimuliert, die
der Art als Energiequelle dienen konnen. HOOPERG@RBON (2001) stellten in der Folge
fest, dassB. thetaiotaomicronauch die Expression der Gene in den Epithelzdibedern
kann, die fur verschiedene physiologische FunktiofeB. Absorption und Immunantwort)
verantwortlich sind. In einer weiteren Studie wied¢OOPER et al. (2004) nach, dass die
Anwesenheit vorB. thetaiotaomicroreur Sekretion eines Peptids (Angiogenin Ang4) & P
neth-Zellen der intestinalen Krypten im Mausedafihrén kann. Als Haupteigenschaften
dieses Peptids werden eine antibakterielle WirkengEinfluss auf die lokale Immunantwort
sowie die Teilnahme an der Entwicklung des vaskulddetzes in den Darmzotten genannt
(STAPPENBECK et al., 2002, HOOPER & GORDON, 2004ach ZOETENDAL et al.
(2006) konnen derartige Wirt-Bakterien-Interaktiomecht nur das Immunsystem des Darms,

sondern das gastrointestinale Okosystem insgeszemflussen.

¢) Immunitat

Es ist bekannt, dass das Immunsystem der Sauggtierster Linie fir die Abwehr pathoge-
ner Mikroorganismen und anderer korperfremder Suizetn verantwortlich ist. Gnotobioti-
schen Studien zufolge beeinflusst die AnwesenreitBhkterien im Darm auch die Reifung
und Entwicklung des lokalen Darm- sowie des gesarnmenunsystems. BERG (1996) zeigt,
dass immunologische Parameter wie die Anzahlhamina propriaLymphozyten und IgA-
produzierenden Plasmazellen sowie die Konzentratomn Gammaglobulinen im Serum bei
keimfreien Tieren signifikant niedriger lagen. Audle Unterentwicklung der Milz und der
Lymphknoten sowie eine verzégerte Immunantwort rdahimpfung waren bei diesen Tie-
ren zu beobachten. Besonders bedeutsam ist die semheit bakterieller Gemeinschaften im
Darm und in anderen Organen fur die Entwicklung ldesunsystems wahrend der postnata-

len Phase: Bei den Schweinen, die immunologischiigeboren werden, wird die Mikrobio-

13



LITERATURUBERSICHT
ta auch als Hauptquelle der Antigene und als eaidehd fur die Stimulierung des Immun-
systems der Ferkel wahrend der ersten 4-7 Wochteachéet (KELLY et al., 2007).

Das Immunsystem befindet sich dabei allerdingstamdiger Konfrontation mit kommensa-
len, nicht pathogenen Bakterien. Dabei ist es wgclilass eine bestimmte Balance zwischen
dem Immunsystem und den kommensalen BakterienHiegte Fall eines Ungleichgewichts,
so PAMER (2007), besteht die Moglichkeit entwedeee tiberzogenen Immunantwort und
der Entstehung entzindlicher Krankheiten oder elmar mangelhaften Abwehr und der Ent-
wicklung invasiver mikrobieller Infektionen. Die Mieanismen, die dem Immunsystem
gleichzeitig die Eliminierung unerwinschter Speziexd die Persistenz der autochtonen
(kommensalen) Bakterien gestatten, werden derm&nsiv untersucht, allerdings besteht

bislang noch Mangel an gesicherten Erkenntnissen.

Gezeigt werden konnte, dass eine filhrende RolledeeiBildung der antibakteriellen und
antiviralen Immunabwehr denpattern recognitionRezeptoren (PRR, auchpattern re-
cognitiorf-Molekile, PRM) zukommt. Die PRM lassen sich armr tdembrane der Zellen
oder im Zytosol lokalisieren und bestehen aus diesggrogenen Proteine-Familie, die Vertre-
ter von Lectin-, Cystein-, Leucin- sowie Helikaserdanen umfasst. Bedeutung fur die Er-
kennung pathogener Mikroorganismen im Darm habdmeidasbesondere zwei Klassen der
PRM — toll-like“-Rezeptoren (TLR) undnod-liké'-Rezeptoren (NLR) (MAGALHAES et
al., 2007). TLR sind eine Familie von Erkennungsptaren, die mit den Epithelzellen und
mit ihnen assoziierten dendritischen Zellen sowiedan Monozyten und den Makrophagen
verbunden sein kdnnen (KELLY et al., 2007). Die Eegsion der TLR kann sowohl auf der
Oberflache der Zellen als auch innerhalb der iefia&iren Organellen stattfinden (ZOE-
TENDAL et al., 2006; MAGALHAES et al., 2007). Hatymktion der TLR ist dabei die Er-
kennung der alspathogen-associated molecular patte(RRAMP) oder microbe-associated
molecular pattern§MAMP)“ bezeichneten mikrobiellen Komponenten (&gwoteine, Lipo-
teichonsadure, Lipopolysacharide, Fragelline, dogip@hgige RNA von Viren, unmethylierte
bakterielle DNA-CpG DNA) (MAGALHAES et al., 2007Pas durch TLR geférderte Im-
munsystem ist in der Lage, antibakterielle Peptldegrferone, pro- und anti-entziindliche
Cytokine und Chemokyne zu produzieren sowie dardhié Zellen mit anschlieRender Regu-
lierung der Aktivitat der T- und B-Zellen zu ak#éven (PASARE & MEDZHINTOV, 2004,
2005).

NLR gehoren zu den intrazellularen Rezeptoren umdlis;n Zytosol der Zelle zu finden. Wie
TLR sind NLR fur die Erkennung verschiedener PAMRRI MAMP verantwortlich. Nod1
und Nod2-Rezeptoren, die zu den NLR gehdren, eskezom Beispiel Peptidoglykane, die
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Hauptkomponenten der bakteriellen Zelle. MAGALHAESI. (2005) berichteten dabei Gber

einem moglichen Einfluss der Herkunft von Nod1l a2 auf ihre Spezifitat. So erkennen

die humanen Nod1 die Tripeptide, die Nod1 von Rattagegen Tetrapeptide (z. B. das tra-
cheale Cytotoxin). Nach FRITZ et al. (2005) indugreNLR pro-entziindliche Cytokine und

Chemokyne und I6sen die Aktivierung dendritischelleh aus.

Da pathogene und kommensale Bakterien oft gleicbkekulare Strukturen enthalten, mit
denen sie von den TLR erkannt werden kdnnen, kansith eine Reihe von Mechanismen
entwickeln, die dem Wirt die Erkennung beider Bakitgypen erlauben. KELLY et al.
(2007) und MAGALHAES et al. 2007 vermuten, dass ochenPAMP oder MAMP vom
Wirtsorganismus aufgrund der raumlich getrenntepréssion von TLR ignoriert werden
konnen. So wird nur eine sehr schwache ExpressanfR5 als Antwort auf die Flagelline
der kommensalen Bakterien beobachtet, weil sich5TBRf der basolateralen Membrane lo-
kalisieren lasst und nur bei Prasenz pathogeneteBak aktiv wird (KELLY et al., 2007).
WERTS et al. (2006) berichten, dass RezeptorerevdeTLR3, 7, 8 und 9 in den intrazellu-
laren Organellen exprimiert werden und deswegerh &ainen direkten Kontakt mit den
mikrobiellen Komponenten der apathogenen Baktehieben. Ein weiterer Mechanismus,
infolge dessen die Anwesenheit der kommensaleneBiakt vom Wirt toleriert wird, ist die
Schwachung der Immunantwort (Immunsuppression). Z@T al. (2006) vermelden eine
immunologische Toleranz gegenuber TLR4, der badterLipopolysacharide erkennt, was
die Autoren mit einer Verringerung der Expression Interleukinl-Kinase erklaren. KELLY
et al. (2004) verzeichnen eine Korrelation zwiscken Anwesenheit voBacteroides the-
taiotaomicronund der Induzierung des PPARezeptorsderoxisome proliferator-activated
receptor gammpa Der PPAR-Rezeptor fordert den Transfer der RelA-Einheit \iF-kB
(nuclear factor kBB vom Nukleus ins Zytosol, was die Entstehung elEeziindungsreaktion
hemmen kann (KATAYAMA et al., 2003; KELLY et al.024). Die Inhibition von NF-kB
kann auch durch die Stabilisierung von ékBrfolgen — einem Inhibitor, der NF-kB-Dimere
im Zytosol ausschaltet. NEISH et al. (2000) und N'l&t al. (2006) beobachteten einen sol-
chen Effekt bei der Anwesenheit apathogener Saltiemend des probiotischdractobacil-
lus casei Was die Mechanismen betrifft, mit denen die Reguhg des Immunsystems durch
NLR durchgefiihrt wird, existieren bislang nur wenigesicherte Erkenntnisse. Es ist aller-
dings bekannt, dass Mutationen von Nod2-Genen ntstéhung der Krohn-Krankheit fiih-
ren, was indirekt auf eine wichtige Rolle der NL& der Detektion kommensaler Bakterien
und der Kontrolle von Pathogenen verweist (KELLYakt 2007).
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d) Nahrstoffumsatz

Die Mikrobiota ist bedeutsam fiur die Verdauung d8i&xhrungssubstrate, die aufgrund des
Fehlens bestimmter endogener Verdauungsenzyme vioimiht metabolisiert werden kon-
nen. Besonders wichtig fur den Wirt ist die mikedld Verdauung in den unteren Abschnit-
ten des gastrointestinalen Traktes, wo sich dieetdaulichen Nahrungssubstrate im Ver-
gleich zu den proximalen Teilen des gastrointelmdraktes fir eine langere Zeit befinden
(JEROCH et al., 1999).

Kohlenhydrate

Kohlenhydrate gehoéren zu den wichtigsten Energibkgiuesowohl des Wirtes als auch der

Darm-Mikrobiota. Als Ergebnis der bakteriellen Vauwding von Kohlenhydraten werden

Milchsaure, flichtige Fettsduren (Essig-, PropidButtersdure) sowie verschiedene Gase
(Wasserstoff, Kohlendyoxid, Methan) gebildet (BAGINHUDSEN et al., 1991).

Laktat gehort zu den bedeutsamsten mikrobiellenabtditen des Magens und des Dinn-
darms und wird von Bakterien vor allem aus Laktosd Hexosen synthetisiert. Im Magen
der Saugferkel, welche einen Mangel an HCI halkstn, aktat fir die pH-Regulierung bzw.
die Etablierung des Saure-Milieus verantwortlichR&ANWELL et al., 1976). Die pH-
Senkung durch Prasenz des Laktats kann auch ka#ttend bakteriostatisch auf die saure-
sensitiven Bakterien (u.a. pathogener Spezies)enmijrkvas oft als probiotischer Effekt von
Milchsaurebakterien betrachtet wird (NOUSIANEN &t 2004). Weitere positive Aspekte
des bakteriellen Laktats sind die verbesserte \diate&keit von Milchproteinen durch Ausfal-
lung von Partikeln, das Anregen der Magensaftbidgutie Aktivierung der Magenperistaltik
sowie die Teilnahme an der Gluconeogenese und laerderalen Resorption von Kalzium
(KOOLMAN & ROHM, 2003). Die gréRten Mengen Lakta88-90% aller organischen S&u-
ren (od. 50-80 mmol/L) — werden entsprechend inS#argperiode gebildet, in der die Ferkel
viel Laktose aus der Sauenmilch erhalten. In dégd-sinkt der Laktat-Anteil dann auf bis zu
50% ab (AXELSSON, 2004). Wahrend der Fermentatiobnnkn verschiedene bakterielle
Spezies entweder L- oder D-Stereoisomere der Milales separat oder als eine Mischung
(wenn das Enzym Racemase vorhanden ist) produzi@rggrund der nachgewiesenen Be-
teiligung des L-Isomers an der Resynthese von Glikond Glykogen wird diese Form als
das ,physiologische Isomer” bezeichnet (GIESECKRIgt1985). D-Milchsédure ist schwie-
riger zu beurteilen. Es ist allerdings bekanntsddes D-Isomer kein Produkt des endogenen
Metabolismus des Wirts ist und aus der bakteridlermentation der Kohlenhydrate stammt
(GARVIE, 1980; OMOLE et al., 2001; KOOLMAN & ROHM003). D-Laktat wird lang-

samer und weniger leicht vom Wirtsorganismus médisied, und eine hohe Konzentration
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kann zu Azidosen (u.a. zur schweren Azidemia begaeborenen Kalbern) fihren (LORENZ,
2004; LORENZ et al., 2005; SHIMOMURA & SATO, 200@)iese und weitere Befunde
haben gezeigt, dass das D-lsomer vom Laktat ekedad ,unphysiologische Isomer* be-

trachtet werden sollte, obwohl sein Anteil am Gedaktat etwa in Kalber-Faeces 30-50%
erreichen kann (SHIMOMURA & SATO, 2006).

Fllichtige Fettsauren werden in grol3en Mengen breiFdementation von Kohlenhydraten im
Dickdarm synthetisiert (BACH-KNUDSEN et al.,, 199Die Balance der synthetisierten
Produkte hangt dabei von mit Wirt und Bakterienarnsienhangenden Faktoren ab (MAC-
FARLANE & MACFARLANE, 2003). Zu den vom Wirt abhamggn Faktoren zahlen Diét,
Alter, Aktivitat des neuroendokrinen Systems, paakische und andere Arten der Sekretion
im GIT, Mukusproduktion, Krankheiten und Annahme theerapeutischen Mittel (Antibioti-
ka) sowie die Dauer des epithelialen Turnover. Bagélle Faktoren beinhalten die Diversitat
und die Quantitat der bakteriellen Populationemngetitive und kooperative Interaktionen
zwischen einzelnen Spezies in der Mikrobiota sadveejeweiligen Fermentationsstrategien
dieser Spezies. Fur das Mengenverhaltnis zwiscimzelaen fliichtigen Fettsauren gilt: Es-
sigsdure > PropionsaureButtersdure (BACH-KNUDSEN, 1991). Die hochsten Kemtra-
tionen kurzkettiger Fettsduren werden dabeCiaecumund im proximalerColon mit 70-140
mmol/L registriert. Im distaleiColon fallt der Wert auf bis zu 20-70 mmol/L ab (TOPPING
& CLIFTON, 2001). Die Gesamtaziditat des porcindmy@us ist mit etwa 150-200 mmol/L
zu veranschlagen; das prozentuale Verhaltnis vagtaké®ropionat:Butyrat betrégt dabei ca.
60:30:15 (NOUSIANEN et al., 2004).

Die Auswirkungen fliichtiger Fettsduren lassen sioterteilen in solche, die immumenauf-
treten, und jene, die als Folge von InteraktionenEpithelzellen der Darmwand erscheinen
(TOPPING & CLIFTON, 2001). Die Prasenz fluchtigesttsduren in,umen(z.B. imColon)
fuhrt zu einer Veranderung des pH-Werts, was awnigei Bakterien E. coli, Salmonellen)
hemmend, auf andere (z.BBerpulina hyodysenteripehingegen fordernd wirken kann
(CHERRINGTON et al., 1991; PLUSKE et al., 1998)dDech dass zusammen mit den kurz-
kettigen Fettsauren auch Natrium-, Kalium- und Cidmen absorbiert werden, wird als
maogliche Wirkungsweise dieser Sauren die Unterstigzder Elektrolyten-Balance genannt
(LE LEIKO & WALSH, 1996; SELLIN & SOIGNIE, 1998). [@ Absorption bestimmter
flichtiger Fettsduren im Dickdarm findet ferner mihem Energiegewinn statt, der bei auf-
wachsenden Schweinen bis zu 15% des gesamten &medgrfs decken kann (NOUSIA-
NEN et al., 2004).
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Betrachtet man die Wirkung einzelner flichtigertg@iren auf den Makroorganismus, finden
sich in der Literatur zahlreiche Hinweise daraafsslEssigsaure (Acetat) Uber das Blut in die
peripheren Gewebe gelangt und zum Beispiel alsdigoprelle fir die Myozyten fungiert
(BERGMAN, 1990). Von besonderem Interesse ist ddeRolle der n-Buttersaure. Fir die
Kolonozyten ist sie nicht nur die Hauptquelle deekgie (60-70%), sondern auch der Induk-
tor ihrer Proliferation, was fur den Erhalt der thplialen Barriere besonders wichtig ist
(WANG & FRIEDMAN, 1998; TOPPING & CLIFTON, 2001). MROBERTS & RILEY
(1994) zeigen, dass n-Buttersdure auch die Periita@ater Epithelzelle erhéhen und ihr zy-

toplasmatisches Skelett starken kann.

Eine Reihe weiterer Wirkungen fliichtiger Fettsduaneh den Makroorganismus wurden beo-
bachtet. Dazu zahlen die Regulierung der Glyko- Kiatbgenese in der Leber (SANO et al.,
1995), die konzentrationsabhangige Verringerung &tadhung der kontraktilen Aktivitat
der glatten Muskulatur des Darms (YAJIMA 1985; CHERR et al., 1997), der Einfluss auf
die Genexpression in den Enterozyten (BASSON g2@00), auf die Wachstums- und Folli-
kel-stimulierenden Hormone der Hypophyse (BOUKHLAQMARTIN 1997; MATSUNA-
GA et al., 1998) sowie die Verringerung der Refliwa von Herpes- und Cytomegaloviren
(ASAI et al., 1991; WU et al., 1994). Ein Mangel fiichtigen Fettsauren kann ferner zur
Entwicklung einer Reihe von Krankheiten fihren -erbhu z&hlen colorectale Adenome,
Anemie, arterielle Hyperthensie, antibiotika-asgor Durchfall, das Malabsorption-
Syndrom und Eierstockkrebs (SANO et al., 1995; CBHR et al., 1997; BARNARD et al.,
1997; MATSUNAGA et al., 1998; BOUKHLIQ & MARTIN, 197). Daneben sind allerdings
auch einige negative Einflisse von Fettsduren anfMakroorganismus zu verzeichnen. So
wurde etwa gezeigt, dass die n-Buttersure eineumsopressive Wirkung auf die Prolifera-
tion von T- und B-Lymphozyten ausiiben und eine 8icuing der Membranstruktur von
Monozyten verursachen kann (BOHMIG et al., 1997 R{UA-OCHIAI et al., 1995).

Proteine

Fir einige Bakterien, zu welchen unter anderemrzatd pathogene Bakterien gehéren, zah-
len die Proteine zu den wichtigsten Substraten.nah der Protein-Fermentation entstehen-
den Ammoniak, Amine und Amide werden dabei fir &emt als potenziell toxische und
mutagene Substanzen betrachtet (MACFARLANE & MACHRARIE 1995; NYACHOTI et

al., 2006). Zur Desaminierung und Decarboxylierdeg Aminosauren sind einzelne Vertre-
ter der Gattungemacteroides spp.Enterobakterienl.actobacillus sppund Streptococcus
spp.fahig (MACFARLANE & MACFARLANE, 1995). Eine Ubernféige Einnahme von Pro-
teinen kann zumindest bei Hunden auch zur Vermgwon Clostridium perfringensind der
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Reduzierung der Bifidobakterien im Faeces fuhreBNZEK, 1995; VAN DER STEEN et
al., 1997). Das synthetisierte Ammoniak kann dabei Epithelzellen absorbiert, in Harnstoff

umgewandelt und im Darm wiederverwertet oder alsmgonente des Urins aus dem Orga-
nismus eliminiert werden. Die Abwicklung diesesesohepatischen Kreislaufs des Harn-
stoffs bendétigt eine gewisse Energiemenge vom Wid kann auch die intestinale Mukosa
reizen (NOUSIANEN et al., 2004). Einigen StudienBENTHIN et al., 1994; CANH et al.,
1998; JEROCH et al., 1999) zufolge kdnnen Bakteneenn genug andere Fermentations-
substrate bzw. ein Energiegewinn zur Verfigungeigimmoniak als Stickstoffquelle fur
ihr Wachstum verwenden und anschliel3end die geshildBBelastung des Wirtes verrin-
gern. NH wird dabei in Form eines mikrobiellen Proteins umdht als Harnstoff im Urin
ausgeschieden, was den Energieaufwand fur den Vémtngern und die Ammoniak-
Kontaminierung der Umwelt vermindern kann.

Lipide

Die intestinale Mikrobiota kann an der Metabolisiey der Lipide auf zwei verschiedene
Arten mitwirken: Bakterien kdnnen exogene und emaegLipide mithilfe von Lipasen und
Dehydrogenasen bis zu freien Fettsauren abbauensiarkdnnen an der Dekonjugation der
Gallensauren und der Modifizierung des Cholestbtelabolismus beteiligt sein (NOUSIA-
NEN et al., 2004). Zur Dekonjugation der Gallens@sind eine Reihe von Milchs&urebakte-
rien fahig, wie Laktobazillen und BifidobakteriechRANNOCK, 2000). Nach der mikrobiellen
Dekonjugation (Dehydroxylierung) der Gallensauraetstehen sekundare Gallenséuren (z.B.
Desoxy- und Litocholsaure), die als wesentlich Wyeniwirksame Form fir die Fettemulgati-
on betrachtet werden (KOOLMAN & ROHM, 2003). Als Meile der bakteriellen Dekonju-
gation der Gallensauren nennen BARON & HYLEMON (Zptogliche Energiegewinne
und die Inhibierung von Bakterien, welche nicht &vischstum im GIT angepasst sind. Fer-
ner gibt es Hinweise auf Toxitat und Mutagenitéatgugierter Gallensauren fir den Wirts-
organismus. So weisen die sekundéaren Gallensaumendeutliche Aktivitat imColon auf
und kénnen Zellnekrose und entziindliche Reaktionater Leber und im Gallenblasengang
verursachen (ROWLAND, 1992). Berichtet wird auchssl die Mikrobiota die Katabolisie-
rung des Cholesterols erhéhen und es in eine wenlggrbierbare Form umwandeln kann
(NOUSIAINEN et al., 2004). Es wird vermutet, dase &erringerung des Cholesterol-
Niveaus mit der Aktivitat bakterieller Gallensalzhnglasen lfile salt hydrolasesBSH), wel-
che die Dekonjugierung der Gallensauren erméglicimexierbindung stehen kdnnte. FRANZ
& HOLZAPFEL (2004) gehen davon aus, dass die Entstg der sekundaren Gallensauren
(durch Dekonjugation) und ihre im Vergleich zu demjugierten Gallensduren intensivere
Exkretion aus dem GIT zu einem erhtéhten Verbrauch Cholesterin fur diede novo-
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Synthese der Gallensauren fiihren kann und dad@asiCHolesterin-Niveau deutlich verrin-

gert wird. Diese Hypothese schliel3t allerdings tegeEinflisse der sekundaren Gallensau-

ren nicht aus.

1.3 Entwicklung der intestinalen Mikrobiota beim Sdwein

Die Entwicklung der neo- und postnatalen inteséindVlikrobiota der Séaugetiere ist ein kom-
plexer Prozess, der sowohl die Ubernahme der niictten Mikrobiota als auch Interaktionen

zwischen dem wachsenden Organismus und den bédleteri@emeinschaften beinhaltet. Das
Ergebnis der neo- und postnatalen Fluktuationerpdkieriellen Gemeinschaften ist die Etab-
lierung der dichten, stabilen und metabolisch a@&tiautochtonen bakteriellen Populationen
(MACKIE et al., 1999).

Die Entwicklung und Etablierung bakterieller Gensainaften bei Sdugetieren gliedert sich
laut COOPERSTOCK & ZEDD (1983) sowie MACKIE et @999) in vier Phasen: Die erste
Phase ist die erste Bildung der Mikrobiota wahrend sofort nach der Geburt, die zweite der
Zeitraum, in dem das Hauptnahrungsmittel der Neogeten Muttermilch ist (Saugperiode).
Die dritte Phase ist jene Zeit, wahrend der diecMiiat um ein Beifutter erganzt wird, und
die vierte Phase ist die des Absetzens und desydibgs zu der Diéat, die fiir den erwachsenen
Organismus typisch ist. INOUE et al. (2005) merkéardings an, dass nicht nur der Wech-
sel der Erndhrungsweise sondern auch die morphsglogiund immunologische Reifung des
intestinalen Traktes ein Grund fir die Transformgy der Mikrobiota sein kann. Die Ent-

wicklung der Mikrobiota wird in dieser Arbeit entig der genannten vier Phasen beschrieben.

1.3.1 Erstbesiedlung

Seit geraumer Zeit ist die Forschung sich weitgdheinig, dass der gastrointestinale Trakt
des Fotus steril bzw. keimfrei ist. Innerhalb wemiGtunden nach der Geburt gelangen aber
Bakterien in den Koérper des Neugeborenen. Als Hpwgdlen der ersten tierischen intestina-
len Mikrobiota dienen die vaginale, intestinale wtalitmikrobiota der Mutter sowie die Um-
gebung, in der die Geburt stattfindet (PENDERSI¢t2807). Dadurch dass das intestinale
Milieu des Neugeborenen ein positives Redoxpotéaeigt, wird der gastrointestinale Trakt
zuerst mit fakultativ-anaeroben Bakterien wie Eolbakterien Staphylococcus spp, Lactoba-
cillus spp.und Streptococcus sppolonisiert (MIKELSAAR et al., 2004). Wéahrend dese
ten Woche wird das Redoxpotenzial durch den masssaierstoffverbrauch dieser Bakteri-
en gesenkt und zumindest im Darm ein anaerobe®WMfiir streng anaerobe Spezies wie
Bacteroides spp, Bifidobacterium spp, Eubacteriym, lostridium sppund Peptostrepto-
coccus sppgeschaffen (MIKELSAAR et al., 2004). Die Erhdhurgy diversitat der Mikro-
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biota entspricht dabei einem Anstieg der gesamédebellen Zellzahl. Die Besiedlung des
intestinalen Traktes der Ferkel, Kiken und Kallderftlim Ganzen wie folgt: Die ersten Ko-
lonisatoren sind fakultativ-anaerobe Bakteriengedd?opulation sich ab dem 5. Lebenstag auf
Kosten der streng-anaeroben Spezies vergrofRert fIY®Oet al., 1993; BAUER et al.,
2006). Die Zelldichte der dominanten Spezies imcEaeneugeborener Ferkel — zEBcoli

und Streptococcus spp- kann in Konzentrationen von '200° Zellen/g Kot detektiert werden
(STEWART, 1997). Die Gesamtpopulation kann dabkoscl2 Stunden nach der Geburt im
Colon 10°-10'° Zellen erreichen (SWORDS et al., 1993). Die gatilie und quantitative Zu-
sammensetzung der sich entwickelnden Mikrobiotegh&on einer Reihe von Faktoren ab,

von denen einige in der Folge ndher betrachteteverd

a) Transfer der mitterlichen Mikrobiota zum Kind

Viele pathogene Bakterien (z.B. Vertreter Beoteobacteria gelangen auf oral-fakalem We-
ge in den Makroorganismus und kdnnen sich auR3erhetbWirts in zahlreichen Umwelt-
Reservoirs vermehren. Einzelne Vertreter ¥micutesund Bacteroidesdie im tierischen
gastrointestinalen Trakt detektiert wurden und ea dominanten bakteriellen Phyla zahlen,
wachsen dagegen aul3erhalb des Wirtsorganismusumdhwerden vermutlich von den Eltern
geerbt (LEY et al.,, 2006). Fur die Bestatigung €iegarent-to-offspring transmission
Hypothese werden miutterliche Mikrobioten und soldirer Babys verglichen und der Grad
ihrer Ubereinstimmung festgestellt. So untersucht&Y et al. (2005) mithilfe der 16S
rRNA-Analytik die CecumMikrobiota genetisch fettleibiger und magerer M&udnter ande-
rem wurde eine hohe Ahnlichkeit der Mikrobiota zetien Mutter und Kindern sowie zwi-
schen Geschwistern festgestellt. Gemessen anhan@damomischen Einheiten waren die
untersuchten Proben meistens auf dem Phylum-, FsmmiKlassen- und Ordnerniveau ahn-

lich, wiesen auf dem Gattungsniveau jedoch gewisderschiede auf.

Es wird vermutet, dass die erste Kontaminierungn@eigeborenen Tiere mit Bakterien durch
den Kontakt mit der vaginalen, intestinalen und trakrobiota der Mutter erfolgt. Die Uber-
tragung der Mikroflora vollzieht sich dabei durcérschiedene mechanische Prozesse: Beim
Geburtsvorgang kann der Fetus Fruchtwasser unchslisgkrete verschlucken, die Elemente
der Mikrobiota der Mutter enthalten. Nach der Gelkommt es durch Hautkontakt und Sau-

gen zu einer weiteren bakteriellen Kontaminierd@CKIE et al., 1999).

Eine Reihe von Forschern (TANNOCK et al., 1990a; MAJMIYA et al., 2002; MIKEL-
SAAR et al., 2004) hat allerdings nachgewiesens dekterielle Spezies nicht in gleicher
Weise Ubertragen werden kdnnen und schon kurz aexcteburt die Mikrobiota von Mutter

und Kind eine unterschiedliche Zusammensetzung eigém kann. So untersuchten TAN-
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NOCK et al. (1990a, 1990b) Plasmidprofile von Lddanillen, Enterobakterien und Bifido-
bakterien aus vaginalen, oralen und rektalen Adistn der Mutter sowie Faeces-Proben ihrer
neugeborenen Kindern (0, 10 und 30 Tage). Die Rtymofile von Entero- und Bifidobakte-

rien waren in den Mutter-Kind-Proben identisch, vefid bei den Laktobazillen deutliche
Unterschiede auftraten. Als mogliche Griinde derdregen Ubertragung von Laktobazillen
und anderen bakteriellen Gruppen und Spezies votteMnu Kind (auch nach der Geburt)
werden sowohl hohe hygienische Standards genantdy deren die menschliche Geburt
stattfindet, als auch eine — im Vergleich etwa Kokken-Flora — geringere Resistenz der

Laktobazillen gegen einige Antibiotika.

Bei den Tieren erfolgt tendenziell ein umfangrereinelransfer der mitterlichen Mikrobiota
auf ihr Kind als beim Menschen, wobei sich jedobbrdalls Hindernisse bei der Ubertragung
einzelner bakterieller Gruppen und Spezies ergé&@nen. So wird vermutet, dass die in-
testinalen Mikrobioten der Ferkel durch eine dieelufnahme von Sauen-Faeces (nach
SANSOM & GLEED (1981) durchschnittlich 20g/Tag) rdarin enthaltenen Bakterien etab-
liert werden kénnen (JADAMUS et al., 2001; MACHA at, 2004; VAHJEN et al., 2007).
Wichtig sind dabei die Haufigkeit der Aufnahme sewlie Menge der aufgenommenen Fae-
ces. In Anbetracht der Tatsache, dass in jedem \od bestimmte Heterogenitat zu beo-
bachten ist, konnen zudem schwerere bzw. wenigereakerkel ofter und langer Kontakt zu
Sauenzitzen haben als die leichteren und aktivetendafir haufiger mit herumliegendem
Kot in Berihrung kommen. VAHJEN et al. (2007) vetewu daher, dass die intestinalen
Mikrobioten der aktiveren (leichteren) Ferkel temziell die intestinale- bzw. Faeces-
Mikrobiota der Sau widerspiegeln werden, wahrerel disammensetzung der intestinalen
bakteriellen Gemeinschaften weniger aktiver Fegtatker von mikrobiellen Komponenten

der Sauenmilch beeinflusst sind.

b) Genotyp

Der Einfluss des Genotyps des Wirtsorganismus eimesmikrobielle Besiedlung wird der-
zeit intensiv untersucht. LEY et al. (2006) bezamh den Wirtsgenotyp als ,variablen Fak-
tor, der die vertikale Ubertragung der Mikrobiotanvden Eltern auf ihre Kinder beeinflusst®.
ZOETENDAL et al. (2002) untersuchen PCR-DGGE-Peofilumaner Faeces-Proben von
eineiigen Zwillinge und ihrer Ehepartner. Die Aluhlkeit der fakalen Mikrobiota der Zwil-
linge lag dabei signifikant hoher als die Ahnlichikavischen den Proben der Zwillinge und
ihrer Partner. Als Grund fur die Identitat der fliaMikroflora der Zwillinge wurden sowohl
der Genotyp als auch die gemeinsame Quelle demekéikrobiota — die Mutter — genannt. In

einer Studie von LEY et al. (2005) wird der EinBuges Genotyps auf die Prasenz einzelner
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bakterieller Gruppen gezeigt. So weisen genetisttteibige pb/ob Méause im Vergleich zu
genetisch mageremly/+ und +/+) Tieren eine statistisch signifikante 50%ige Reelwng
von Bacteroidessowie eine ebenfalls signifikant erhdhte Zahl wammicutes(v.a. Clostridi-

umcluster XIVa mit einem Anteil von 75% an allBirmicuteg auf.

c) Futterungstyp

Ein weiterer Faktor, der die postnatale Mikrobibkeinflusst und momentan regelmaliger
Forschungsgegenstand ist, ist die Art der FuttedergNeugeborenen bzw. der Einfluss der
mutterlichen Milch und ihres Ersatzes auf die ititede Mikrobiota des Kindes. Aus hu-
manmedzinischen Studien ist bekannt, dass bestireigenschaften der Milch (z.B. hohes
Laktose-Niveau, weniger Kasein und Kalziumphossioatie niedrigere Pufferungskapazitat)
die Entwicklung einzelner bakterieller Spezies (adem Bifidobakterien) begunstigen kon-
nen (BEZIRTZOGLOU 1997; PENDERS et al., 200&K)ich bei Ferkeln beeinflusst der Fit-
terungstyp die intestinale Mikrobiota. So verglictHeARROW et al. (1977) die Magerbu-
odenum und JejunumMikrobiota von Ferkeln, die ab dem 2. Lebenstage®anilch bzw.
einen Sauenmilch-Ersatz bekamen. Im Vergleich au ,&auenmilch“-Ferkeln wiesen die
Tiere der zweiten Gruppe signifikant mehr hamotjtenE. coli auf und — statistisch aller-
dings insignifikant — weniger Laktobazillen (ula. fermenturp und Streptokokken (u.&.
salivariug. Die Autoren merkten an, dass die coliPopulation der ,Ersatzmilch“-Ferkel
keine mit Durchfall assoziierten Serotypen enthielas aber die Anwesenheit untypischer

und zur Zeit der Untersuchung noch nicht klassfiar Serotypen nicht ausschlief3t.

c) Diat der Mutter

Die Diat bzw. Bestandteile der Diat gehoren zu dehtigsten Faktoren bei der Zusammen-
setzung und der metabolischen Aktivitat der gastestinalen Mikrobiota monogastrischer
Tiere (MACFERLANE et al., 1992). Es wird vermutdgss die maternale Diat nicht nur die
muttereigene sondern auch die neo- und postnatédebiota des Kindes beeinflussen kann
(PENDERS et al., 2007). DEMECKOVA et al. (2002)emstichten den Einfluss fermentier-
ten L. plantarun) flissigen Futters fur Sauen (verfuttert wahreed zlvei letzten Wochen
ante partum auf das Verhaltnis von Milchséure- und koliformakterien im Kot ihrer Fer-
kel. Es wurde festgestellt, dass Ferkel von Mitdia das fermentierte Futter bekamen, sig-
nifikant weniger koliforme und mehr Milchsaurebai¢a aufwiesen als die Ferkel von Sau-
en, die konventionell gefiittert wurden. Ahnlichengiige Effekte der mitterlichen Diat fir
die Ferkel bestatigt eine Reihe von Studien (SCHKRIE al., 2005; POLLMANN et al.,
2005; VAHJEN et al., 2007). Die Autoren zeigen,die Verfutterung des probiotischEn
faeciumNCIMB 10415 an die Sau (ab dem 90. Tage partum bei den Ferkeln zu einer
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Senkung der Nachweishaufigkeit dercoli-Pathovare, einer (um 50%) reduzierten Ubertra-

gung vonChlamydia suisvon Chlamydiapositiven Sauen sowie einer Verringerung der
faecalisZellzahl imColonfihrte. In der Studie von PEDERSEN et al. (19%Rdmen Sauen
rifampizin-resistente Stamme von Milchsaurebakie(ieerfittert wahrend der letzten Woche
ante partun), was aber keine Auswirkungen auf die intestindikrobiota der Ferkel hatte:
Probiotische Zellen wurden in sehr niedriger Quantm Sauen-Kot detektiert, aber nicht in
den Ferkel-Proben nachgewiesen.

d) Umgebung und Art der Geburt

Die Zusammensetzung der intestinalen Mikroflora $i@unglinge hangt oft auch vom Ort und
der Art der Geburt ab (PENDERS et al., 2007; KEL&tYal., 2007). Eine unléngst erschiene-
ne Studie von PLUSKE et al. (2007) dokumentierttiitthe (mittels 16S rDNA PCR-DGGE
bestimmte) Unterschiede in der intestinalen badflen Diversitat zwischen Ferkeln, die in
einem Raum unter konventionellen Bedingungen zult Waenen, und solchen, die im Freien
geboren wurden. Die Autoren erklaren die héhereeBéat bei den im Freien geborenen
Ferkeln durch die Aufnahme von Komponenten des Beddes Grases und des Strohs, mit

der der Aufenthalt im Freien verbunden ist.

1.3.2 Saugphase

Die Saugperiode bezeichnet den Zeitraum, in demHdagptnahrungsmittel der Neugebore-
nen die Milch der Mutter ist. Fur die Ferkel betrdge Saugperiode vom Tag der Geburt 21-
23 (Frihabsetzen) oder bis zu 35 Tage (JEROCH,et989). Ab dem 14. Lebenstag bis zum
Absetzen werden die Ferkel in der Regel zusatzintheinem Beifutter (Prastartecreep

feed geflttert, dessen Gabe nach dem Absetzen endet.

Milchdiat der Ferkel

Das Kolostrum und anschlieRend die Muttermilch siraht nur Lieferanten lebenswichtiger
Antikorper, deren Transfer durch die porcine Plé&aamcht moéglich ist, sondern auch eine
wichtige Quelle der Bakterien. Die Milchmikrobidb@steht dabei aus den Bakterien, die die
Zitzen und die nahen Hautbereiche besiedeln (WBSAL.£1979). GAVIN & OSTOVAR
(1977) und WEST et al. (1979) zufolge enthalt digcMMikrobiota vorwiegend Bakterien
der GattungerStaphylococcus, Streptococcus, Lactobaciogvie EnterococcusAuch die
Bestandteile der Milch wie z.B. Glycoproteine, Gijipide und Lysozyme, die auf viele bak-
terielle Spezies antimikrobiell wirken, beeinflussiie Entwicklung der intestinalen Mikrobi-
ota des Menschen und des Tiers in der SaugphadgERB/Aet al., 2006).
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Die dominanten Populationen im gastrointestinaleakifder Sauglinge, vor allem in seinen
oberen Abschnitten, stellen diejenigen Spezies wlalche die Komponenten der Milch fur
ihren Metabolismus und ihr Wachstum ausnutzen kér(hN©OUSIAINEN et al., 2004). Zu
den predominanten Spezies der intestinalen Miktalder Saugferkel gehéren Laktobazillen,
Enterokokken undE. coli, deren Populationen wahrend der gesamten Saugpeamiodt nur
zellzahlreich sind, sondern auch hochdivers (KATOGLWALLGREN 2005). So konnten
TANNOCK et al. (1990a) in den Speiserthre- und MaBeoben von 1.-14. Tage alten Saug-
ferkeln zwolf verschiedene Plasmidprofile von Ldddwillen nachweisen. Die gesamte Lak-
tobazillen-Population bestand dabei aué1@ Zellen. KONSTANTINOV et al. (2006) de-
tektierten einzelne Laktobazillen-Speziesgobrius, L. reuteri, L. acidophilygn den ilealen
Proben 2.-12. Tage alter Ferkel, deren Populatitfiggsich auf einem Niveau von*110°
Zellen/g luminalem Inhalt befand. Auch Populationeiiformer Bakterien sind in dieser
Phase bei den Ferkeln sehr zahlreich und divers: ddgem Vergleich derkE. colr
Populationen im Faeces von Sauen und ihrer saugdretiel registrierten KATOULI et al.
(1995) in den Ferkel-Proben insgesamt 239 biochemai®henotypen, in den Sauen-Proben
dagegen lediglich 94. Die Bifidobakterien, die den menschlichen Sauglingen zu den pre-
dominanten Spezies der intestinalen Mikrobiota gemdspielen bei Ferkeln dagegen nur
untergeordnete Rolle. Ihr Anteil an der gesamtektdoeellen Population betragt MIKKEL-
SEN et al. (2003) zufolge weniger als 1%.

Je nach der verwendeten Nachweismethode stehen mteomeerschiedene qualitative und
quantitative Charakteristika der intestinalen Mikiaia der Saugferkel zur Diskussion. Eine
maogliche Zusammensetzung der gastrointestinalemddi@ta von Saugferkeln, die die Stu-
die von STROMPFOVA et al. (2006) liefert, ist inbiedle 3 dargestellt.

Tab. 3: Bakterielle Besiedlung der Faeces von Saugferkadg KBE/g] nach STROMPFOVA et al.
(2006)

Tage nach der Geburt
Detektierte Spezies

1 7 14
Koagulase-positive Staphylokol - 6,1 4,0 3,1
ken

Koagulase-negative Staphylo- 6,9 4,8 4.8
kokken

Enterococcus spp. 6,8 7,1 6,4

E.coli 7,4 10,1 9,7

andereEnterobacteriaceae 6,9 57 6,3

Lactobacillus spp. 5,5 7,1 6,2

25



LITERATURUBERSICHT

Da sich der Magen-Darm-Trakt der Saugferkel sowoikiobiell als auch immunologisch in
der Entwicklung befindet, ist das intestinale Mikosystem fur viele negative Einfliisse sehr
sensibel. Besonders wichtig sind dabei Verandemumtp bakteriellen Gemeinschaften zu-
gunsten pathogener, mit Durchfall assoziierter #geand Stdmme wi€lostridium perfrin-
gensoderE. coli (FAIRBROTHER, 1999; TAYLOR, 1999). Eine Dominanesker Stamme
in der intestinalen Mikrobiota (beim 1.000-10.0Gffan des Normalwertes nach EICH &
SCHMIDT, 1998) korreliert in der Regel mit dem Ameften schweren Durchfalls, der zu den
wesentlichen Verlustursachen in der FerkelzuchtbgeliPopulationen dieser Stamme, die
sich auf subdominantem Niveau (£i@/Darminhalt) befinden, werden allerdings zu den a
tochtonen Spezies gezahlt. So beobachten INOUE €095) mittels TGGE-Analysegm-
perature gradient gel electrophorepider Kot-Proben gesunder Saugferkel eine Elimumgr
der Clostridium perfringend8ande zum 7. Lebenstag und das Auftreten einigeenBan-
den, die vermutlich zu den GattungEénbacterium, Fusobacteriumder Propionibacterium
gehdren durften. Als mogliche Erklarung fur diesserdhderungen nennen die Autoren unter
anderem die Ersetzung der IgA in der mutterlicheltiMdurch 1gG zum 7. Tagost partum

die Veranderungen in der Mikrobiota nach sich zieht

Erganzung der Milchdiat um Beifutter

In der ersten Lebenswoche wird der Energie- undrdtéfibedarfs des Saugferkels aus-
schlie3lich durch Sauenmilch gedeckt. Ab der zweitad dritten Lebenswoche treten, be-
sonders bei groRen Wirfen, Versorgungslicken alNBERMAYER et al., 1994). Um
Nahrstoffdefizite auszugleichen, die Ferkel an fo#tsr zu gewohnen, eine gezielte
Nahrstoffsupplementierung durchzufiihren und dera@etler Absaugung der Sauen zu be-
gegnen, wird den saugenden Ferkel ab dem 7.-14ens¢dg ein Beifutter angeboten (JE-
ROCH et al., 1999). Es wird vermutet, dass die lfining des Beifutters die Reifung und
Stabilisierung des Magen-Darm-Traktes unterstdietKolonisierung mit enterotoxigené&n
coli (ETEC) wahrend der Absetzzeit hemmt und nach désetxen eine erhdhte Futterauf-
nahme ermdglicht (CARSTENSEN et al., 2005).

Es gibt nur wenige Studien, welche die Entwicklaleg Mikrobiota in dieser Phase untersu-
chen. Die Mehrzahl von ihnen hat sich auf den Hs¥ldes Beifutters auf bestimmte bakteri-
elle Gruppen konzentriert, wobei die Ergebnisse 8tundie zu Studie sehr unterschiedlich
sind. So untersuchten MATHEW et al. (1994) kdieeim-Mikrobiota von Ferkeln, deren Saug-

periode mit bzw. ohne Beifutter verlief. Dabei weindkeine statistisch signifikanten Unter-
schiede in den Konzentrationen hamolytisckercoli, von Laktobazillen oder bakteriellen

Metaboliten (Laktat und fliichtige Fettsaure) festgt. CARSTENSEN et al. (2005) dage-
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gen vermelden eine signifikant verringerte Nachiaaikeit hamolytischel. coliin den Kot-

Proben der ,Beifutter*-Ferkel. Allerdings zeigterrkel, die niedrigere Mengen Beifutter zu
sich nahmen, nach dem Absetzen auch eine gerifgerehfall-Inzidenz. INOUE et al.
(2005) registrierten wahrend der ,Beifutter-Phasgte deutliche Steigerung der Diversitat;
MURREY et al. (1987) beobachteten hohe Konzentnatiofllichtiger Fettsauren wéahrend
dieser Zeit. Es wird vermutet, dass die Variahiliér beobachteten mikrobiologischen Effek-
te mit der von Wurf zu Wurf verschieden stark apsggten Beifutteraufnahme zusammen-
hangt (BRUININX et al., 2002; WATTANAKUL et al., ZIb; CARSTENSEN et al., 2005).

1.3.3 Absetzen

Das Absetzen mit seinen mdglichen Folgen (Storunigsngastrointestinalen Systems, erhoh-
te Empfindlichkeit fur Infektionen oder Durchfaljehort zu den kritischsten Perioden der
Ferkelzucht. Ferkel in der kommerziellen Ferkelzd@mnnen im Alter von 19-23 (Frihabset-
zen) oder 28-35 Tage (konventionelles Absetzen)derMutter abgesetzt werden (JEROCH
et al., 1999). SWORDS et al. (1993) und INOUE et(2D05) bezeichnen das Absetzen als
die nach Erstbesiedlung und Saugperiode nachsteePihdhrend der (vor allem durch die

Einfuhrung des Festfutters) Veranderungen dertinidsen Mikrobiota verursacht werden.

Wahrend des nattrlichen Absetzens werden die Fedkelttweise von der Sauenmilch ent-
wohnt. Um sich selbst vor dem Absaugen zu schutzemeiden Wildsauen den standigen
Kontakt mit ihrem Nachwuchs, so dass die Ferkddstalach alternativen zuséatzlichen Quel-
len der Nahrungsaufnahme suchen mussen. Auf diesseWvird der gastrointestinale Trakt
der Frischlinge nach und nach an die Aufnahme uvadidung von Festfutter angepasst. Ab
der 10.-16. Woche werden diese Ferkel problemlosdey Sau abgesetzt und sind gut auf die
Aufnahme anderer Futtermitteln vorbereitet (CASTQ.Let al., 2007; KATOULI &
WALLGREN, 2005). Domestizierte bzw. kommerzielleh8eine befinden sich dagegen
zwangslaufig in engerem Kontakt mit ihren Ferkefa kbnnen Uberschissiges Saugen nicht
vermeiden. Die Ferkel ihrerseits benétigen keingdeaen Nahrungsquellen und haben zum
Zeitpunkt des Absetzens einen oft unreifen unddférAufnahme festen Futters nicht ausrei-
chend vorbereiteten Magen-Darm-Trakt (KATOULI & WAGREN, 2005).

Die negativen Folgen des Absetzens werden laut lE& ket al. (2004) durch psychologische,
soziale, 6kologische und diadtische Stressfaktoegnrgacht. Der unmittelbare Effekt des Ab-
setzens besteht dabei in der dramatischen Redogieler Futteraufnahme, wobei 50% der
abgesetzten Ferkel erst innerhalb von 24 Stundeh dem Absetzen zum ersten Mal Futter
akzeptieren, wahrend 10% der Ferkel erst nach 48d8n die erste Nahrung zu sich nehmen
(BROOKS et al., 2001). Erst um den 8.-14. Tag rdeaim Absetzen erreichen die Ferkel ihre
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Futteraufnahme-Werte von vor dem Absetzen wied& QUVIDICH & SEVE, 2000). Zu

den intestinalen Neuerungen kénnen VeranderungerZaléen- und Krypten-Morphologie

sowie eine Reduzierung der digestiven Enzymaktemtaind die Kolonisierung mit pathoge-
nen MikroorganismenH. coli und Rotavirus) hinzukommen (PLUSKE et al., 19%ine

Ubersicht tber die Risikofaktoren des AbsetzenmiSabelle 4 dargestellt.

Tab. 4: Risikofaktoren des Absetzensphase nach LALLES. €2@04)

Faktoren Kurzbeschreibung

1. Unreife - Unreife des Tiers beziglich der Zuchtumsténde. (eitterung);

- Unreife des Magen-Darm-Traktes (Sekretion, Paltikt Ver-
dauung, Absorption usw.);

- Unreife des Immunsystem (Gesamt- und intestipales

2. Stress
a) psychologischer - Abrupte Trennung von der Mutter;
- Mischen mit Ferkeln anderer Wiirfe;
- neue Umgebung (Stall, Farm usw.)
b) diatischer - Absetzen der Milch (flissig, schmackhaft, verdaybad
Einfihrung des Festfutters (fest, weniger sctkinaft und
verdaubar);

- getrennter Zugang zu Trinkwasser

3. Induzierte Stérungen des in-
testinalen Traktes

a) Veranderungen der intestine--  Morphologie: Atrophie der Zotten gefolgt von Krypte
len Architektur und ihrer Funkti- )
onen Hyperplasie

- reduzierte Aktivitat der intestinalen Verdauungsene;
- Storung der intestinalen Absorption, Sekretion Bedmeabilitat

b) Darmassoziierte pathogene i i
Mikroorganismen - Bakterien (enterotoxigene oder enteropathodeneoli);

- Viren (Rotavirus).

4. Hauptrisikofaktoren

a) Diatische Faktoren - niedrige oder unregelméaRige Futteraufnahme;

- Anwesenheit von antinutritionalen Faktoren (anfitigche
Faktoren, Lektine usw.);

Rationen mit hoher Komplexitat der Zusammensetaund
niedriger Verdaulichkeit (Proteine, Kohlenhydrate);

- hohe Konzentrationen von Proteinen (+ hohe Puff@pd¢itat)

hohe Zahl der Ferkel pro Wurf / niedrige Lebendraagseim
b) Haltungsbedingte Faktoren Absetzen;

Hygienemangel;

- ungewohnte Umgebung (niedrige Temperaturen, niedridt-
qualitat usw.)
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Offensichtlich kdnnen die in Tabelle 4 ausgewieseB#ressfaktoren auch die intestinalen
Mikrobioten abgesetzter Ferkel beeinflussen. Dikt&@envielfalt der gastrointestinalen Flo-
ra kurz nach dem Absetzen nimmt typischerweisetidcdisab, wodurch sich auch die Kolo-
nisationsresistenz verringert (KATOULI & WALLGRERQO05). Die Grof3e der bakteriellen
Population kann dabei laut MELIN et al. (1997) urdvelert bleiben, was durch die Prolifera-
tion einzelner Spezies und Stdmme (auch pathogemegrkiaren ist. FRANKLIN et al.
(2002), KONSTANTINOV et. al (2006) sowie CASTILLC al. (2007) registrierten kurz
nach dem Absetzen eine signifikante Abnahme dea@&=mhl an Bakterien, vor allebac-
tobacillus ssp(L. reuteri, L. acidophilus, L. salivarijissowie eine signifikante Zunahme von
E. coli. SWORDS et al. (1993) und JENSEN (1998) fandemstedass nach dem Absetzen
vor allem Gram-negative Bakterien wishterobacteriacea@nd Bacteroides sppin der in-
testinalen Mikrobiota dominieren. Die Populatiork@tiformer Bakterien bestehen dabei aus
Spezies und Stdmmen, die in der Saugperiode norhamden waren und fur die Unterschie-
de in der Zusammensetzung der intestinalen Miktehialer Saug- und abgesetzten Ferkel
verantwortlich sein konnen (KATOULI et al., 1997).

Die gastrointestinale Mikrobiota einzelner Tieres dgurfs kann wahrend des Absetzens sehr
variabel sein. KONSTANTINQV et al. (2006) und MELI al. (1997) weisen nach, dass die
— mittels PCR-DGGE bestimmte — Ahnlichkeit der stigalen Mikrobiota zwischen Ferkeln
sowie zwischen Ferkeln und ihrer Mutter in dieskag$® niedriger ist als wahrend der Saug-
periode. CASTILLO et al. (2007) stellten keine Ustdiede in der Stabilitat der Mikrobiota
der Saug- und abgesetzten Ferkel fest, fanden dehgliche Unterschiede in ihrer Zusam-
mensetzung. KATOULI & WALLGREN (2005) postulieretiass die Stabilisierung der bak-
teriellen Gemeinschaften erst in der 2.-3. Woclehreem Absetzen erreicht wird.

Angaben Uber die metabolische Aktivitat der intelgn Mikrobiota wahrend des Absetzens
variieren ebenfalls von Autor zu Autor teils setark. FRANKLIN et al. (2002) registrierten
bei abgesetzten Ferkeln im Vergleich zu Saugferkeine statistisch signifikanten Unter-
schiede in der Konzentrationen von Laktat und Baten insgesamt, wahrend die Essigséu-
rekonzentration bei den abgesetzten Tiere niedngar KONSTANTINOV et al. (2006)
vermelden fir abgesetzte Tiere eine signifikanteakime der Ammoniak- und signifikant
hohere Laktat-Konzentrationen. Die Menge der fligeht Fettsduren war dabei nicht signifi-
kant unterschiedlich. In der Studie von THYMANNatt (2007) werden bei abgesetzten Fer-
keln im Vergleich zu den Saugferkeln signifikanthibie Werte von Essig- und Propionsaure

ermittelt.

29



LITERATURUBERSICHT

Wie bereits erwéhnt, sind fur die Unterschiede en iditestinalen Mikrobiota der Saug- und
abgesetzten Ferkel vermutlich vor allem Umstellinder Diat verantwortlich. Diese kann
unter anderem zur Vermehrung der Populationen gatier Stdmme wie Toxin bildendEn
coli oder Salmonellafiihren, deren Uberdurchschnittliche Anwesenheigastrointestinalen
Trakt der abgesetzten Ferkel mit dem Auftreten schwDurchfélle verbunden sein kann
(BERTSCHINGER, 1999). MELIN et al. (2000) berichtalterdings, dass auch nicht mit
Durchfall assoziierte koliforme Bakterien, die ks 4 Wochen bei abgesetzten Ferkeln per-

sistieren, zur Dysbiose der gastrointestinalen bbiata dieser Ferkel fihren kénnen.

1.4 Einfluss von Probiotika auf die Entwicklung derintestinalen Mikrobiota

Da die Zusammensetzung der individuellen Mikrobidteich die Ergadnzung um neue oder
durch die Eliminierung unerwiinschter Spezies erigseimd beeinflusst werden kann, wurden
diverse Strategien entwickelt, die eine solche gjeziKontrolle gestatten (MACKIE et al.,
1999). Es wird vermutet, dass eine Modifizierungideestinalen Mikrobiota des Tiers durch
Erganzung der urspriinglichen bakteriellen Gemeatfseh um neue bakterielle Spezies, die
auf die Gesundheit des Wirts fordernd wirken, sdvelinch die Verfiutterung von Nahrungs-
substraten (z.B. Oligosacharide), die das Wach$testimmter autochtoner Spezies stimulie-
ren kbnnen, als auch durch direkte Gabe des exonggmezifischen Stamms erfolgen kann
(RAMBAUD et al., 1993). Im zweiten Fall handelt sish um die so genannten ,probioti-
schen“ Bakterien, deren Wirkungsmechanismen, uigetder vielen beobachteten Effekte

auf den Wirtsorganismus, bislang noch weitgehergkkiért sind.

1.4.1 Definition

Die Uberlegung, dass bestimmte bakterielle Stamositipe Einflisse auf die Gesundheit
des Wirtes ausiuiben kdnnen, wurde vom spateren plelstéager Ilija Mechnikoff bereits zu
Anfang des 20. Jahrhunderts propagiert. Der TersnjRuobiotikum® wurde aber erst in den
60er Jahren definiert und fir Organismen oder fuasin verwendet, die das Wachstum er-
wunschter, fur den Makroorganismus forderlicher Zgg aktivieren und somit zur Etablie-
rung eines gunstigen mikrobiellen Gleichgewichtestragen (LILLY & STILLWELL,
1965). In der Folge entwickelten sich Definitionen Probiotika auf Grundlage nachgewie-
sener Klinischer unth vitro-Effekte. NOUSIANEN et al. (2004) etwa bezeichnés teeri-
sche Probiotika ,lebensfahige Mikroorganismen, alieeiner Verbesserung des gastrointesti-
nalen Mikrookosystem beitragen und so eine Verrmgg intestinaler Infektionen, eine
Erh6éhung der Produktion und/oder eine VerbessedergFutter-Hygiene bewirken”. Die
Mehrzahl der probiotischen Stamme wurde ursprihgligs der intestinalen Mikrobiota des

Menschen und des Tieres isoliert. In der Tierermé¢pwerden aber auch Stamme verwendet,
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deren natirliches Habitat der BoddBacillus cereul Frichte $accharomyces cerevigae
oder Milch Pediococcus acidilactigisind (SIMON, 2005). Fur die Schweineernahrungl sin
derzeit in der EU insgesamt 14 probiotische Keimgelassen, darunter funf Stdmme von

Enterococcus faeciunBacillus cereusar. toyoi, Pediococcus acidilactici, Lactobacillus far-
ciminis, Sacharomyces cerevisae, Klyveromyces arasgsowie Kombinationen vok. fae-

ciumundLactobacillus rhamnosusowieBacillus licheniformisund B. subtilis®

1.4.2 Wirkungsmechanismen

Funktionale Effekte, die bei der Anwendung der ytika registriert und als mogliche Wir-
kungsmechanismen betrachtet wurden, umfassen Hibidrung pathogener Mikroorganis-
men, die Verdnderung des mikrobiellen Metabolisifitrezymaktivitat), die Verstarkung der
gastrointestinalen mukosalen Barriere, antimutagemeé antikanzerogene Aktivitaten, die
Stimulierung des Immunsystems sowie die SenkungCihelesterin-Konzentration im Blut
(FULLER, 1989; SALMINEN et al., 1996; FRANZ & HOLZAFEL, 2004). Hauptwir-
kungsmechanismus der Probiotika scheint allerddigdModifizierung mikrobieller Popula-
tionen zu sein, wobei die Veranderung der Strulktd der Funktionen des intestinalen Epi-
theliums und der Einfluss auf das Immunsystem alsisdére Effekte betrachtet werden
kénnen (SIMON, 2005).

Die Proliferation probiotischer Bakterien im gasttestinalen Trakt fihrt zu einem Un-
gleichgewicht der residenten Mikrobiota und infalgesen zu einer Erh6hung der Kolonisa-
tionsresistenz. Diese ,Schutzfunktion“ der prolsotien Bakterien gegen pathogene Spezies
wird oft mit dem Begriff der gompetitive exclusidnbeschrieben. Zu den Elementen der
~competitive exclusidrgehoéren nach HEYMAN & MENARD (2002), NOUSIAINEN al.
(2004) und SIMON (2005):

(i) Konkurrenz um Adhéasionsrezeptoren an den Epitheizder Darmwand

Probiotische Stamme kénnen die Genexpression vorirdo induzieren bzw. den Zugang
von Pathogenen zu Adhéasionrezeptoren verhinderer, wathilfe ihrer zahlreichen Adhasi-
onsmolekile (Polysacharide, Proteine, Lipide, Lepdtoicsaure) diese Adhasionsrezeptoren
effektiver als pathogene Spezies fur die eigened8uim verwenden (MACK et al., 1999;
SERVIN & COCCONIER, 2003). Auch einzelne Komponengniger probiotischer Stam-
me, wie z.B. hochmolekulare Produkte (bestehend@Gukose, N-Acetylglucosamine und
Galaktose) vorLactobacillus fermenturnder Biosurfaktanten vobactobacillus fermentum,

Lactobacillus rhamnosusder Streptococcus mitikkonnen die Adhéasion von Enteropathoge-

1 vgl.: Das geltende Futtermittelrecht, Griine Braseh 19. Auflage, Stand Dezember 2007.
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nen Escherichia spp., Salmonella spp., Clostridium sftockieren (BLOMBERG et al.,
1993; OUWEHAND & CONWAY, 1996; VAN HOOGMOED et aR000; HEINEMANN et
al., 2000; COLLADO et al., 2007).

(i) Konkurrenz um Nahrstoffe

Die Hypothese, dass zwischen Bakterien eine Ndfiusttkurrenz moglich ist, ist bereits in
den 80er Jahren aufgestellt worden. FRETER et18B3) beobachteten beispielsweise ein
vermindertes Wachstum vah coli, Fusobacterium sppindEubacterium sppn derCecum
Mikrobiota der Maus. Dies wurde vor allem bei indiveller Zugabe dieser Spezies regist-
riert, was die Autoren mit einer vermehrten Verweg derselben Néhrsubstrate durch die
CecumMikrobiota erklaren, die auch fur die getestetaki®rien notwendig sind. Als Haupt-
faktor solcher limitierender Vermehrung der Patlmegbei Anwesenheit probiotischer Bakte-
rien nennt HENTGES (1992) die erhéhte Nutzung e@eht verwertbaren Kohlenhydrate
durch probiotische Spezies bzw. den Mangel an kgmrbstraten auf Seiten der unerwiinsch-

ten Spezies.

(i) Produktion spezifischer antimikrobieller Substanzdie entweder direkt inhibierend auf
pathogene Spezies wirken (Bakteriozine) oder urtiggendBedingungen fir das Wachstum
und die Kolonisation unerwinschter Spezies schafféifchsaure, Essigsaure, Wasserstoff-
peroxide) (GENOVESE et al., 2000).

Die antimikrobielle Effizienz von Bakteriozinen,edinsbesondere durch probiotische Lakto-
bazillen (in geringerem MaRRe auch durch Bifidobekte und Enterokokken) synthetisiert
werden, wurden vitro nachgewiesen. Die Wirksamkeit der Bakteriozine gstgpintestina-
len Trakt des Menschen und des Tieres ist abermigger sehr engen und spezifischen Ak-
tivitdten (Verhinderung des Wachstums nahverwanaltier einzelner Spezies) noch Gegen-
stand der Diskussion (DU TOIT et al., 2000; DE VUYS8t al., 2003; RODRIGES et al.,
2003; OUWEHAND & VESTERLUND, 2004; COLLADO et ak005). Eine htéhere inhibie-
rende bzw. antimikrobielle Aktivitat weisen Stoffeheselprodukte oder Metabolite probioti-
scher Bakterien auf. So besitzt die Milchsaure,vilide probiotische Bakterien bilden, eine
bakterizide Wirkung gegen koliforme Bakterien, Sahellen und Klostridien, die vor allem
durch Senkung des pH-Werts erfolgt (NOUSIAINEN et2804). Metabolite wie Essig- und
Propionsaure wirken dagegen direkt auf pathogerkteBan; sie konnen dabei nicht nur ge-
gen Bakterien sondern auch gegen Schimmelpilze etk aktiv werden (BLOM &
M@RTVEDT, 1991; SUOMALAINEN & MAYRA-MAKINEN, 1999; OUWEHAND,
2004). Wasserstoffperoxid, das milchsaurebildepdmiotische Stamme ebenfalls zu synthe-

tisieren vermoégen, kann ebenso eine bakterizidevikddt aufweisen, die durch einen starken

32



LITERATURUBERSICHT

oxidierenden Effekt auf die bakterielle Zelle zusta kommt: Es werden sowohl sulfhydryle

Gruppen von Zellproteinen als auch Lipide der Mamboxidiert. Fir Gram-positive Bakte-
rien wird dabei ein bakteriostatischer, fir Grangatese dagegen ein bakterizider Effekt beo-
bachtet (LINDGREN & DOBROGOSZ, 1990; FONTAINE et,al996; OUWEHAND &
VESTERLUND, 2004). Auch Kohlendioxid, das probictie Bakterien wahrend der Fer-
mentation der Hexosen synthetisieren, kann in tgh&onzentrationen vor allem auf Gram-
negative Spezies inhibierend wirken (DEVLIEGHERB&BEVERE, 2000).

1.4.3 Anwendungsgebiete

Die Anwendung von Probiotika zielt nach FULLER (29%or allem auf die Verbesserung
der gastrointestinalen Mikrobiota in folgenden &allwenn der Wirt sich in der Gefahr einer
Besiedlung durch pathogene oder unerwtiinschte Bakt&efindet, wenn der Transfer der
Mikrobiota von Mutter zu Kind gestort ist, oder wewiederholte antibiotische Behandlun-
gen vorliegen. Von besonderem Interesse ist didikgipn von Probiotika in einem immu-
nodefiziten Zustand, insbesondere in der neonakdeimde (MACKIE et al., 1999). Das mu-
kosale Immunsystem des Darms ist in der frihennatasien Phase bei Mensch und Tier
unreif und ,unerfahren®, soll aber fur die Erkengusowohl harmloser als auch gefahrlicher
Antigenen sorgen. Inadaquate Immunantworten aufisdiie Komponenten und indigene
Bakterien sowie unangemessene Reaktionen auf pellepathogene Spezies kdnnen die
Invasion von Pathogenen und — in der Folge — agrefi&kante Morbiditat in der frihen neo-
natalen und spateren postnatalen Phase hervorfRI®UTAVA, 2007). Besonders ausge-
pragt ist dieses Phanomen bei Ferkeln der konvegiten Ferkelzucht. Das Fehlen der Uber-
tragung von Antikdrpern durch die Plazenta sowie desche, ab der 2. Lebenswoche
erfolgende Ubergang zu Festfutter und das ans@mad Absetzen filhren zu einer hohen
Durchfallinzidenz (bis zu 52%), die durch Invasisawohl von Bakterien (z.BE. coli,
Clostridia spp als auch von Viren (z.B. Rotavirus) verursachtdea konnen (JONSSON &
CONWAY, 1992; KATOULI & WALLGREEN, 2005). Eine hoh&terblichkeit ist dabei
insbesondere in der Zeit vor dem Absetzen und veemage danach zu beobachten. JONS-
SON & CONWAY (1992) zufolge sterben ca. 20% derkeewahrend ihrer ersten sechs Le-
benswochen, was i.d.R. substantielle wirtscha#listerluste verursacht. Um den 6konomi-
schen Schaden zu begrenzen, wird versucht, dieateenMikrobiota der Ferkel unter
anderem durch die Anwendung verschiedener Prohiatik modifizieren (FULLER et al.,
1989).
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1.4.4Enterococcus faeciunNCIMB 10415 als Probiotikum

Enterokokken gehdren zu den Milchséurebakterienerd@atirliches Habitat der Magen-
Darm-Trakt der S&augetiere ist (FRANZ & HOLZAPFEIQ@). Aus dem Darm der Schwei-
ne werden dabei am haufigstenfaecalis, E. faecium, E. hirasd E. cecorumsoliert, aus
dem Kot vorwiegendk. faecium(DEVRIESE et al., 1994; LECLERC et al., 1996). Auwiigd
ihrer engen Beziehungen mit dem Magen-Darm-TraHltibrer funktionellen und technologi-
schen Eigenschaften werden manche Enterokokkenr@gérals Probiotika verwendet
(FRANZ et al., 1999)Enterococcus faeciutNCIMB 10415, in der Vergangenheit auch als
Enterococcus faeciurBF68 bezeichnet, wurde zum ersten Mal aus dem mem&lagen-
Darm-Trakt der S&uglinge isoliert und zeigte dabee inhibierende Aktivitat gegen entero-
pathogené. coli, Salmonellen, Shigellen und Clostridien (LEWENSNE al., 1979).

Taxonomisch gehort die Gattulgnterococcugzusammen mikelissococcus, Tetragenococ-
cusundVagococcugzur Familie deEnterococcaceaé~RANZ et al., 2003)Alle Enterokok-
ken sind fakultativ aerobe Chemo-Organotrophenhmmofermentativem Metabolismus; bei
der Hexosen-Fermentation wird als Hauptproduktatlmm L(+)-Laktat gebildet (FRANZ &
HOLZAPFEL, 2004). Es handelt sich um Gram-posit@atalase-negative Kokken, die teil-
weise kurze Ketten bilden kénnen (WIESNER et a00®. Ihr Wachstum ist auch in
40%iger Galle moglich (FRANZ & HOLZAPFEL, 2004). &e Enterokokken sind zur Syn-
these von Bakteriozinen (Enterozine) fahig, dietbakid oder bakteriostatisch auf viele Bak-
terien (unter anderepathogend.isteria spp., Clostridium spp., Bacillus spp.,[@t@dococcus
spp) wirken (FOULQUIE MORENO et al., 2003). Auch i faeciumNCIMB 10415 wur-
de eine Synthese eines enterozin-ahnlichen Pephdesner Molekularmasse von 4488 Dal-
ton registriert (FOULQUIE MORENO et al., 2003).

Hinsichtlich des Einflusses des probiotisclienfaeciumNCIMB 10415 auf die mikrobielle
Besiedlung des Magen-Darm-Traktes des Tiers konvif#HJEN et al. (2002) zeigen, dass
im Dunndarm der mit dem Probiotikum gefiittertendpudlie Laktat-Konzentration und die
Population von Laktobazillen erhoht waren. Es wurdemutet, dass dies eine ,gesundheits-
fordernde* Wirkung vorkt. faeciumNCIMB 10415 ist. In den Arbeiten von SCHIERACK et
al. (2003) und MACHA (2007) konnte nachgewiesendgar dass das probiotiscke faeci-
umNCIMB 10415 zur Verringerung der Nachweishéaufigkein E. coli Serovar O141 unH.
coli mit Pathogenitatsgenen (z.Bst2/stx2eund est2/estlpbei den Ferkeln fihrte. POLL-
MANN et al. (2005) stellten bei mi. faeciumNCIMB 10415 supplementierten Muttersauen
eine um 50% reduzierte Ubertragung @mamydia suiswf die Ferkel fest. MACHA (2007)
zeigte, dass die bakterielle Besiedlung im Kot W®yobiotikum-Ferkeln diverser und unter-
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einander ahnlicher war, als die bei den Kontratéém. Dabei konnte eine Ubertragumngn
E. faeciumNCIMB 10415 von der Muttersau auf ihre Ferkel stgert werden. In der Studie
von SCHIERACK et al. (2007) wurde allerdings keimfiuss des probiotischeB. faecium

NCIMB 10415 auf die mukosa-assoziieEsterobacteriacea®opulation festgestellt.

Auch einige Auswirkungen voi. faeciumNCIMB 10415 auf das Immunsystem konnten
dokumentiert werden: Ein signifikant niedrigerertéihvon zytotoxischen T-Zellen (CD8+)
im jejunalen Epitheliunprobiotika-behandelter Ferkel wurde in der Studia $CHAREK et
al. (2005) registriert. BENYACOUB et al. (2003) then, dass die Supplementierung von
Hunde-Welpen mikE. faeciumNCIMB 10415 zur erhdhten Zirkulierung der 1gG ulgh
sowie einer grof3eren Population von CD21+Zellemtéih

Die Anwendung von Enterokokken als Probiotika kleibmer noch umstritten. Es ist be-
kannt geworden, dass manche Enterokokken zahlr&eme besitzen, die fur die Entwick-
lung von Resistenzen gegen klinisch relevante Aatika verantwortlich sind. Multiresisten-
te Enterococcus faeciumnd Enterococcus faecalikonnen bei nosokomialen Infektionen
eine Rolle spielen (FRANZ et al., 1999; PETERS,3)00a die Enterokokken verschiedene
Mechanismen des Gentransfers (pheromon-responagenide, konjugative und nicht kon-
jugative Plasmide, Trasposons) besitzen, bestelat @irekte Moglichkeit der Verbreitung
von Antibiotika-Resistenz-Genen sowie anderen ¥malFaktoren innerhalb der Enterokok-
ken-Population und auf probiotische Enterokokkeim®he (MURRAY, 1990; CLEWELL,
1990; LANDMAN & QUALE, 1997; LECLERCQ, 1997). Derdatransfer ist laut FRANZ

& HOLZAPFEL (2004) besonders bEi faecalis der pheromon-responsive Plasmide besitzt,
ausgepragt, obwohl aufgrund der Anwesenheit deplesomonen Plasmids bEi faecium
auch bei dieser Spezies eine solche Mdglichkelitraasgeschlossen werden kann. In einem
conjugation assayurde allerdings gezeigt, dass auch fur die Van@imRResistenz verant-
wortliche vanA-Gene vorE. faeciumbonorstammen auEnterococcusfaecium NCIMB
10415 Ubertragbar waren (LUND & EDLUND, 2001).
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2. MATERIALIEN UND METHODEN

2.1 Futterungsversuch

Der Futterungsversuch mit dem ProbiotikiEmterococcus faeciufNCIMB 10415) wurde
im Rahmen des DFG-Forschungsprojekts 438 mit ddei Jintegrative Analyse der Wir-
kungsmechanismen von Probiotika beim Schwein® ihr 2005 durchgefiihrt. Far den Ver-
such wurden Tiere aus dem Institut flr Tierernagrder Freien Universitat Berlin eingesetzt.
Die Unterbringung der Tiere erfolgte in den Verstdhen des Instituts, und die Umstande
der Tierhaltung und der Tierversuche erfillten deggaben des Landesamtes fur Arbeits-
schutz, Gesundheit und technische Sicherheit BriGetSi).

2.1.1 Tiere und Tierhaltung

Fur den Versuchsvorgang wurden Sauen der Rassesdbeutandrasse x Duroc und ihre
Nachkommen in zwei Fitterungsgruppen — Kontrolld lRrobiotikumgruppe — eingeteilt.
Dabei bestand jede Gruppe aus fiinf tragenden Sagbiihren Wurfen, die als Ausschluss-
kriterium mindestens neun lebend geborene Ferké&hssan mussten. Die Ferkel wurden in
den Abferkelbuchten mit Betonboden und Stroheinsgeboren und dort bis zum 28. Le-
benstag aufgezogen. Dabei standen laktierende Sauden Kastenstanden innerhalb der
Buchten, und die Ferkel konnten sich frei bewedéannliche Ferkel wurden im Alter von
knapp zwei Wochen kastriert. Abgesetzte Ferkel emrth Flatdecks-Aufzuchtsbuchten mit
2-3 Tieren aufgezogen. In jeder Aufzuchtbox stanchaBeschéaftigungsmaterial (Béalle) fur
die Ferkel zur Verfigung. Das Beleuchtungsprograonmfasste eine 16-stiindige Licht-
(mind. 80 Lux) und eine 8-stiindige Dunkelperiode Btalltemperatur lag bei 21,5°C fir die
Saugferkel (Liegeplatze wurden zusatzlich mit eimérarotlampe (ca. 30 °C) erwarmt) und
bei 26°C fur abgesetzte Ferkel (mit zunehmenderar Aturde die eingestellte Temperatur
wieder reduziert). Alle Tiere hatten wéhrend desageten Zeit freien Zugang zu Wasser.

2.1.2 Fitterung

Grundsatzlich waren die Futterungsregime in be@ampen identisch. So hatten Saugferkel
(1.-28. Lebenstag) Zugang zu Sauenmilch. Ab denTadwurde ihre Ration mit einem

Prastarter-Futter erganzt und nach dem Absetzenr5@8Lebenstag) auf Starterfutter fur

Aufzuchtferkel umgestellt. Das Futter fur die traden und laktierenden Sauen basierte auf
Gerste und Weizen, wahrend im Futter der gesaugenabgesetzten Ferkel Weizen und
Sojaextraktionsschrot die Hauptkomponenten bilddbéa Diat der Sauen in beiden Gruppen
sowie das Futter der Kontrollferkel enthielt keiroBiotikum. Die Zusammensetzung des

Ferkel- und Sauenfutters ist in Tabelle 5 abgebilde
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Tab. 5: Zusammensetzung des Sauen- und Ferkelfutters

Rohstoffe, % Tragende Sauen Laktierende Sauen Saugferkel Aufzuchtferkel
(91-0d a.p.) (0-28d p.p.) (15-28 d.) (29-56 d.)
Weizenkleie 37,60 17,70 - -
Gerste 17,60 20,50 - 13,00
Weizen 13,00 15,00 45,47 64,00
Haferflocken 10,00 -
Triticale 10,00 10,00 - -
Mais - 10,00 - -
Sonnenblumenschrot 8,20 - - -
Sojaschrot - 16,40 27,40 16,56
Roggen 5,00 - - -
Erbsen 4,00 5,00 - -
Melasse 2,00 - - -
Magermilchpulver - - 12,00 -
Monokalziumphosphat - 0,75 1,30 1,56
Kalziumkarbonat 1,39 1,50 1,10 1,48
Pflanzenfett 0,25 2,00 - -
Sojadl - - 1,00 1,30
Natriumchlorid 0,13 0,03 - -
Lysin 0,08 0,07 0,30 0,35
Metyonin - 0,05 0,16 0,06
Tryptophan - - 0,07 0,04
Threonin - - - 0,09
Pramix* 0,75 1,00 1,20 1,20
ME (kJ/kg) 10,6 13,0 13,8 13,1
Lysin g/kg 6,0 10,0 16,3 8,9

* Zur Zusammensetzung des Pramixes vgl. Peabim Anhang

Bei dem in dieser Arbeit verwendeten Probiotikumdeit es sich um Cylactin®LBC ME10
(Cernivet) von CERBIOS FARMA SA (Barbengo, Schwe2asProdukt Cylactin® enthalt
ein Konzentrat aus getrockneten, lebensfahifaterococcus faeciwBakterien vom Stamm
NCIMB 10415 in mikroverkapselter Form. Laut Herktekann Cylactin® aufgrund speziel-
ler Schutzhillen der Mikrokapseln Pelletierbedingem ertragen und nach dem Pelletieren
stabil und damit biologisch aktiv bleiben. Die imstitut fir Tierernahrung, FU Berlin,
durchgefuhrten Versuche zeigten allerdings, dassAederauffindung lebendiger probioti-
scher Zellen von der Pelletierungstemperatur aligasgg So waren bei 50°C 100%, bei 70
und 80°C dagegen nur noch 50 bzw. 35% der probiwrs Zellen lebendig (SIMON, 2005).
Die Keimkonzentration pro Gramm probiotischen Kaorteats betragt laut Hersteller mindes-

tens 1x18° lebensfahige Zellen.

Die Supplementierung der Ferkel der Probiotikumgeumit dem Probiotikum begann am
ersten Tag und dauerte bis zum 56. Lebenstag. rirsdegperiode wurden Ferkel mit dem
Probiotikum ab dem 1. bis zum 14. Tag in Form einekulums und ab dem 14. bis zum 28.
Tag durch Inokulum und Beimischung zum Préstartetelf versorgt. Aufgrund der niedrigen
Futteraufnahme wurde die Inokulierung der FerkelPnobiotikum auch nach dem Absetzen
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fortgesetzt. Ab dem 35. Lebenstag erfolgte die Gaé® Probiotikums ausschliel3lich als

Beimischung zum Starter-Futter (vgl. Tabelle 6).

Tab. 6: Futterungsvarianten hinsichtlich des Probiotikadisha

Kontrollgruppe Probiotikumgruppe Form der Probiotikumgabe

Sau Nein Nein -

Saugferkel 1.-14.d Nein Ja Inokulierunger os

Saugferkel 14.-28.d Nein Ja Inokulierungper os+ Beimischung
zum Prastarter-Futter

Aufzuchtsferkel 28.-35.d Nein Ja Inokulierungper os+ Beimischung
zum Starter-Futter

Aufzuchtsferkel 35.-56.d Nein Ja Beimischung zon&tarter-Futter

Als Inokulum diente eine Losung aus 100 mg Cyl&t{€hargen-Nr. ED 0231) in 1,0 ml
Reinstwasser. Die Inokulierung der Tiere erfolgtié emer Spritzeper os Beigemischt zum

Préastarter- und Starter-Futter wurde Cylactin® imfaing von 100 mg/kg Futter. Die Kon-
zentration degnterococcus faeciufNCIMB 10415) im Cylactin®-haltigen Inokulum und

Futter wurde mit Hilfe der Kolonie-Hybridisierung&timmt und ist in Tabelle 7 erfasst.

Tab. 7: Cylactin®-Dosierung und entsprechende KonzentratiatesEnterococcus faeciutdCIMB
10415

Inokulum, Inokulum, Beimischung, Beimischung,
mg/ml KBE/mlI mg/kg Futter KBE/g Futter
Saugferkel 1.-14.d 100,0 - -
Saugferkel 14.-28.d 100,90  4,8x10(0,46x10) 100,0 1,6%10,3x10)
Aufzuchtsferkel 28.-35.d 100,0 100,0 4,1x16(23,9x16)
Aufzuchtsferkel 35.-56.d 100,0

Die Konzentration des probiotisch&mterococcus faeciumMiICIMB 10415 im gastrointes-
tinalen Trakt der Ferkel wurde in der Folge mittBlsal-Time PCR durch Nachweis einer

spezifischen Plasmidsequenz bestimmt (vgl. Purddt 3.

2.1.3 Probenentnahme

Um die Entwicklung der untersuchten Parameter zschéedenen Zeitpunkten der Zuchtpha-
se charakterisieren zu kénnen, fanden Probenensralam 7., 14., 28., 31., 35. und 56. Le-
benstag statt. Aus jedem Wurf wurde jeweils eirkEeaus der entsprechenden Altersgruppe

ausgewahlt.

Die Tiere wurden nach einer tiefen Narkose eutharta®ie Sedierung wurde intramuskular
mit Ketamin (10% Ursotamin, SERUMWERG BERNBURG, Baurg,) in einer Dosierung

von 0,2 ml/kg und Azaperon (Stresnil®, JansseneCilsleuss) in einer Dosierung von
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0,1ml/kg vorgenommen. Die Narkose erfolgte durateentraperitoneale Injektion von Pen-
tobarbital (Eutha 77, ESSEX, Minchen) in einer Basig von 0,9+0,2 mi/kg (altersabhan-
gig). Das Tier wurde dann durch die intrakardiaigektion einer Uberdosis Pentobarbital

(1,0+0,4 ml/kg, altersabhangig) getotet.

Die Offnung der Bauchhéhle wurde entlang dieea albaund durch zwei Entlastungsschnit-
te entlang des Rippenbogens durchgefiihrt. Nach@inen wurden einzelne Abschnitte des
gastrointestinalen Trakts mittels chirurgischerefignklemmen abgeklemmt und prapariert.
Die Inhalte von Magen, distaledejunum(ca. 100 cm proximal deplica ileocecali$ und
Colon ascendengca. 100 cm distal de®stium caecocolicumsvurden in sterile 50 ml-
GefalRe Uberfuhrt und in einzelne 2,0 ml-Eppend@faGe aliquotiert. Die Lagerung der
Proben erfolgte bei -80°C.

2.2 Bestimmung und Optimierung der analytischen Aubsung der Real-Time PCR-
Assays

Um eine moglichst prazise Messung von Umfang unddbyk des potentiellen probioti-
schen Einflusses zu erreichen, wurden zahlreiclngit&c unternommen, um die analytische
Auflésung der Real-Time PCR und damit die Detektigr der vorhandenen Milchsaurebak-
terien auf gruppen- und speziesspezifischer Ebenemessern. Spezifitaind Sensitivit&t
der einzelnen PCR-Assays dienten dabei als Gruediem, anhand derer die analytische
Auflosung der Real-Time PCR bewertet und optimiartde.

Spezifitat und Sensitivitat der verwendeten Priongdl PCR-Bedingungen wurden in der Re-
aktion mit den DNA-Extrakten der einzelnen Refestamme und einem Quantifizierungs-
standard bestimmt. Zur Ermittlung der optimalen lReasbedingungen wurden die Parame-
ter Annealingtemperatur und Annealingzeit variiettn Einzelnen wurden folgende

Arbeitsschritte durchgefiihrt, die zur Optimierurey &eal-Time PCR gehdren:
» Herstellung des Quantifizierungsstandards fur égialRime PCR,;

+ Durchfiihrung der Real-Time PCR nach dem Standatolpoth und Bewertung ihrer
analytischen Auflosung;

- Validierung der Real-Time PCR-Assays anhand vorzififig und Sensitivitat

! Die analytische Spezifitdst ein MaR dafir, inwieweit ein verwendetes Veréahnur die zu untersuchenden
Substanzen erfasst (Becker, 1987).

? Die analytische Sensitivitéist ein MaR fiir die kleinste nachweisbare Konztidn der zu untersuchenden
Substanz (Becker, 1987).
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2.2.1 Herstellung des Quantifizierungsstandards

Die Real-Time PCR-Quantifizierung von Bakterierkimischen oder Umwelt-Proben basiert
auf dem Nachweis spezifischer 16S rDNA-Fragmengr dader funktionalen Gene und wird
Uber einen Vergleich mit einem externen Standardhdyefiihrt, der die spezifischen DNA-
Sequenzen in einer definierten Menge enthalt. Alsll@n der spezifischen DNA-Sequenzen
dienen DNA-Extrakte der Referenz-Kulturen oder Rige und — bei synthesierten DNA-
Oligomeren — ihre PCR-Produkte. Die Menge der $igehen DNA-Sequenzen (bzw. Bakte-
rien-Zellzahl) in diesen DNA-Extrakten wird entwediirch koloniebildende Einheiten und
reine Zellzahl der Bakterien im Ausgangsmateriatrodurch die DNA-Konzentration des
Extrakts definiert (ZHANG & FANG, 2006). Dafur weed entsprechende kulturelle, mikro-
skopische oder spektrophotometrische Messungerhgeifichrt. Dekadische Verdinnungen
solcherart standardisierten DNA-Extrakts werdenQmntifizierungsstandards in der Real-

Time PCR eingesetzt.

Um die inhibitorischen Effekte der Proben-Matrixi loer Real-Time PCR-Quantifizierung
adaquat zu bericksichtigen und damit eine IdendiggitAmplifikationsbedingungen bei den
Standard- und Versuchsproben zu erreichen, wundetieiser Studie als Quantifizierungs-
standards DNA-Extrakte aus kinstlich inokuliertere€es-Proben benutzt. Die Standardisie-
rung dieser DNA-Extrakte erfolgte durch die mikroplsche und kulturelle Bestimmung der
Anzahl inokulierter Bakterien (Zellzahl/g oder KigE?robe).

Die Herstellung des Quantifizierungsstandards ustéaf®lgende Arbeitsschritte:

« Kultivierung der Referenzstamme;
« Beimpfung der Faeces-Proben;
« Uberprufung der Quantifizierungsstandards auf kieloiftdende Einheiten;

- Gewinnung bakterieller DNA aus Standard-Proben

Materialien und Losungen, die bei der Herstellueg Quantifizierungsstandards eingesetzt

wurden, sind in der Tabell®2 im Anhang aufgelistet.

2.2.1.1 Kultivierung der Referenzstamme

Die Referenzstamme umfassten 59 bakterielle Spadi$aut Literatur (LESER et al., 2002)
beim Schwein nachgewiesen werden kdnnen. Dabeiemud Lactobacillus, funf Bifido-
bacterium; zehnStreptococcus-sechsEnterococcus-zwei WeisellaSpezies, vielE. coli-
Stamme sowidcetomicrobuim faecalkultiviert und fur die Beimpfung der Kotproben be-
nutzt. Informationen zur Herkunft der Referenzst@arnd zu den Wachstumsbedingungen

konnen den TabelleA3 und A4 im Anhang entnommen werden. Die Zellmasse der Refe-
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renzstamme entstand aus den entsprechenden Lyapdnlioder Kryokulturen, die in geeig-
neten Flussigmedien (s. unten) unter speziesspelzéh Wachstumsbedingungen kultiviert
wurden. Die Anreicherung der Zellmasse verlief niadpendem Schema:

« 24-stundiges Vorinkubieren des Lyophilisats (eim@fiose) von jedem Stamm in 1 ml
spezies-spezifischem Nahrmedium (1,5 ml Eppendfif)e
« Zentrifugieren der Zellmasse (10 min, 13000 UpM);
« Auffillen der 15 ml Réhrchen mit 10 ml frischem Mah;
- Suspendieren des Zentrifugats in 1 ml frischem Madund Uberfiihrung in 15 ml
Roéhrchen;
« Erneute 24- bis 48-stuindige Inkubierung;
« Abzentrifugieren der Zellmasse (10 min, 3000 Q);
« Suspendieren des Zentrifugats in 500-1000 pl 1%dPe@sser;
« Zellzédhlung mit der Thoma-Zellkammer
Da die Konzentration bei jedem Stamm mindestert8 Zéllen/ml betragen sollte, wurden
einige Stamme mit niedrigeren Konzentrationen weitdtiviert und solche mit héheren ent-

sprechend verdinnt. Die Lagerung der Zellmasségéefbei -30°C.

2.2.1.2 Beimpfung der Faeces-Proben
Fur die Beimpfung wurden autoklavierte (121°C, d@)rRektalproben von Sauen verwendet.
Als Inokulum dienten Referenzstamme in der Konzgiun 2x10° Zellen/ml. Die Inokulie-

rung erfolgte nach folgendem Schema:

. Einstellung aller Referenz-Stamme auf die Konzéioma2x1d° Zellen/ml mit 1%
Peptonwasser;
« Vereinigung aller Stamme zu einer Losung (1 ml yeem Stamm = 59 ml Bakteri-
en-Inokulum);
« Anlegen der dekadischen Verdinnungen des Baktérmilums mit den Endkon-
zentrationen 18/ 10/ 107 10/ 10/ 10°/ 10" 107 107 Zellen/m;
« Hinzugeben der dekadischen Verdinnungen des Baktbrokulums zu den Kotpro-
ben (500 pl Bakterien-Inokulum + 5 g autoklavieneBauenkot);
« Homogenisieren der inokulierten Proben
Nach dem Homogenisieren wurden inokulierte Proh#verschiedene Weise fur die weitere
Analyse vorbereitet. Ein Teil des inokulierten M&s wurde bei -30°C eingefroren und am
nachsten Tag fur die Gewinnung bakterieller DNA uieh Ein anderer Teil wurde sofort
nach der Erstellung fur den Test auf koloniebildeidnheiten verwendet. Die verbleibende

Probenmenge wurden bei -80°C eingefroren.
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2.2.1.3 Uberprifung des Quantifizierungsstandardsa# koloniebildende Einheiten

Um Differenzen zwischen den Nachweisgrenzen komweeller und molekularbiologischer
Methoden (Real-Time PCR) zu bestimmen, wurden M#échmebakterien in den inokulierten
Proben auf klassischem kulturellem Wege durch dmeitBung der koloniebildenden Einhei-
ten (KbE) quantifiziert. Fir die inokulierten Stamd-Proben wurden selektive Medien fur
Laktobazillen (LAS-Agar), Enterobakterieft.( coli (DEV-Endo-Agar) und Enterokokken
(S&B-Agar) verwendét Die Gesamtzahl der inokulierten Bakterien wurdé ginem BHI-
Agar mit 1% Blut bestimmt. Im Einzelnen wurde diesBmmung der koloniebildenden Ein-

heiten der inokulierten Bakterien nach folgendewtdkoll durchgefihrt:

« Aufnahme von 500 mg jeder inokulierten StandardsBr@insgesamt 8 Proben) in 5
ml Ringerlésung;

« Mischen der Probe-L6sung durch Schwenken;

« Ausplattieren von 100 pl jeder Probe (3 Parallelen) selektiven Medien (DEV-
Endo, LAS, BHI+1%Blut, SB);

« Inkubation der Agarplatten unter entsprechendenr@gagen bei 37°C;

« Zahlung der Kolonien und statistische Auswertung

2.2.1.4 Gewinnung bakterieller DNA aus den StandaréProben

Die Gewinnung bakterieller DNA aus dem biologischidaterial basiert auf der Lyse der
Bakterien und der Isolierung und Reinigung der DIke Praparation der bakteriellen DNA
aus den inokulierten Standard-Proben wurde nachRietokoll von KRAATZ et al. (2006)
durchgefuhrt. Das Protokoll beinhaltet die Lyse Hakteriellen Zellwand durch ihre che-
misch-mechanische Zerstérung mittels GlasperlenGuanidinium-Thiocyonat-Losung, die
Isolierung der gesamten bakteriellen Nukleinsdummns dem Zelllysat durch Phe-
nol/Chlorophorm-Extraktion und die Reinigung der AMuf Silizium-Saulen des Nucleo-
Spin® Tissue Kit.

Vor der Durchfuhrung der DNA-Praparation wurden &ehrst alle benotigten Lésungen
(GITC, Chloroform/Isoamylalkohol) angesétz60 ml Oak-Ridge®-Zentrifugenréhrchen (3
Stiuck pro Probe) mit DMPC-Wasser behandelt undkéard@rt sowie Scintillationsréhrchen
fur die Retsch-Muhle mit 3 g sterilen Glasperlefifjfe Das Probenmaterial wurde im Was-
ser-Eisbad aufgetaut und 1 g davon in das Scitmiiarohrchen fir die Retsch-Mihle (mit
Glasperlen) gegeben. Vorbereitete Proben wurdekiaujelagert. Die weitere Durchfihrung

der DNA-Préaparation erfolgte nach folgendem Schema:

! Rezeptur sowie Inkubation-Bedingungen fiir dielglen Medien sind in Tabella5 im Anhang zu finden.
2Vgl. TabelleA6 im Anhang.
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a) Lyse der bakteriellen Zellwand
« Auflésung des Probenmaterials in GITC-L6sung (1066PC warm);
« Inkubation der Probenlésung im Wasserbad (5 min;@0mit regelmafdigem kurzem
Schiitteln (alle 60 sec);
« Mahlen der Probenlésung in der Retsch-Mihle (2 mex. Schittelfrequenz);
- Ubertragung der Probeldsung auf Eis fur das Sedisren der Feststoffe;
. Uberfiilhrung des Uberstands (etwa 7 — 7,5 ml b&8rbbe) in Oak Ridge-Rohrchen;
- Erneutes Versetzen des Sediments mit GITC-L6sung,(80 °C warm);
- Erneutes Mahlen der Probelosung in der Retsch-Mihtein, max. Schiittelfrequenz);
. Uberfiihrung des gesamten Inhalt des Scintillatidmsthen in Oak Ridge-Rohrchen;
b) Nukleinsaure-Extraktion
Heraustrennung der Nukleinsédure aus dem proteirgeitZelllysat
« Zugeben zur Probelésung Phenol/Chloroform (20 mI8®) (mehrfach schwenken, auf
Eis lagern);
« Zentrifugieren der Probel6sung mit ausgeschalBramse (5 min, 15000 UpM;@);
+ Abnehmen der wassrigen Phase (ohne Protein-Inteepii8 ml) mit sterilen Spritzen
und Kantlen in das neue Zentrifugenréhrchen;
Entfernung der Phenol/Chloroform-Reste aus demansdiure-Extrakt
« Mischen der wassrigen Phase mit 1 Volumen (13 mlpiGform/Isoamylalkohol (5 sec.
vortexen, auf Eis lagern);
« Zentrifugieren der Probel6sung mit ausgeschalBramse (5 min, 15000 UpM;@);
« Abnehmen der wassrigen Phase (ohne Protein-Insgpiianl) mit den sterilen Spritzen
und Kantlen in das neue Zentrifugenréhrchen;
Aufkonzentrieren und Fallung der DNA
« Mischen der wassrigen Phase mit 6 ml eiskaltenrdgamol;
+ Inkubieren der Probenlésung tGiber Nacht bei *G30
« Zentrifugieren der Probenlésung (30 min, 18000 UARL);
. Sorgfaltige Entfernung des Uberstands (Pellet befiba, falls sichtbar);
+ Prezipitation der DNA durch Zugeben von 40 ml digka Ethanol (70 %) und Zentri-
fugieren (30 min bei 18000 UpM,°€);
. Sorgfaltige Entfernung des Uberstands (Pellet befiba, falls sichtbar);
+ Abtropfen der Ethanol-Reste;
« Ubertragung des Pellets in 2 ml Eppendorf-Gefa
Die weitere Reinigung der bakteriellen DNA wurdetaunVerwendung des MACHERY-
NAGEL Nucleo-Spin® Tissue Kit (Diren, Deutschland)d nach Angaben des Herstellers
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durchgeftuhrt (als Proben wurden oben beschriebetrakie aus den inokulierten Rektalpro-
ben von Sauen verwendet). Gereinigte DNA-Extrakieden bei -20°C gelagert. Die DNA-
Konzentrationen der Standard DNA-Extrakte wurdeworfbmetrisch mit Hilfe des VersaFlu-

or"™Fluorometer System und Fluorescent DNA Quantifd@iit bestimmt.

2.2.2 Durchfuhrung der Real-Time PCR

Die analytische Auflosung (Spezifitdt und Sensi&it)i der Real-Time PCR fiur die Quantifi-

zierung der Milchséaurebakterien wurde an den DNAwdkten aus Referenzkulturen und

inokulierten Standard-Proben getestet. Fir die Kiiete der spezifischen bakteriellen DNA

wurden sowohl bereits verdffentliche gruppen- updzgesspezifische als auch selbst entwi-
ckelte Primer verwendet (s. unten). Angewendeteehtdien und Losungen fur die Durch-

fuhrung der Real-Time PCR sind in Tabelé im Anhang aufgelistet.

Bei dem in dieser Arbeit verwendeten Real-Time R&Rat handelt es sich um das
Mx3000P QPCR System von STRATAGENE (Amsterdam, Blikshde).

2.2.2.1 Verwendete Primer

Ursprunglich wurden gruppen- und speziesspezifiselgonukleotide fur den Nachweis der
Milchsaurebakterien aus bereits erschienenen wssbeaitlichen Beitrdgen tbernommen. Bei
der Auswahl der Zielgene fiir Real-Time PCRs fur Nexwhweis der gewiinschten Bakterien
wurden sowohl 16S rDNA, die eine kleine Untereinlur bakteriellen Ribosomen kodiert,
als auch Gene, die fur bestimmte spezifische mésgbe oder physiologische Funktionen

verantwortlich sind, einbezogen.

Fur die Spezies. amylovorus, L. mucosaend L. reuteri wurden spezifische Primer selbst
konstruiert. Bei der Auswahl des Zielgens wurdediarl6S rDNA einbezogen, da im online
verfugbaren RIBOSOMAL DATABASE PROJECT Il (httpdfy.cme.msu.eduausreichende

Sequenzinformationen fir diese Stamweefligbar waren. Fir jede Zielsequenz wurden, so-

weit mdglich, mehrere miteinander kompatible Prirfierden kodierenden und nicht kodie-

renden DNA-Strang gewahlt.

Da bei jeder PCR die Reaktionsparameter an diddnKaaborbedingungen angepasst werden
missen, um ein optimales Gelingen zu gewahrleistenge die Spezifitat der ausgesuchten
Primer und ihrer Kombinationen zuerst nach einean@&ird-Protokoll und mit den eigenen
Referenzstdammen getestet. Oligonukleotid-Sequerdiennach der Validierung spezifisch
und sensitiv gewiinschte Ziel-DNA detektierten, smdabelle 8 dargestellt.
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Tab. 8: Gruppen und speziesspezifische Oligonukleotide flr Detektion der dildgmwBakterien

Detektierte Bakterien Primer/Sonden Primer-, Sondensequenz {53°) Produktgrof3e, bp Zielgene Literatur
785 (f)° GGA TTA GAT ACC CTG GTAGTC 797
Bakterielle Gesamtheit 1512 (rf TACCTT GTTACGACT T 16S rDNA Lyons et al. (2000)
T-1400 (r} TGA CGG GCG GTG TGT ACAAGG C
. Lacl (f) AGC AGT AGG GAATCT TCC A
Lactobazillen Lac2 () ATT (CT)CA CCG CTA CAC ATG 340 16S rDNA Walter et al. (2001)
Entl (f) TAC TGA CAA ACC ATT CAT GAT
Enterokokken Ent2 () AAC TTC GTC ACC AAC GCG AAC 112 tuf Ke et al. (1999)
. ) gBifid (f) CTCCTGGAAACGGGTGG N
Bifidobakterien gBifid (r) GGTGTTCTTCCCGATATCTACA 243 16S rDNA Rinttila et al. (2004)
Entero (f) GTTAATACCTTTGCTCATTGA
Enterobakterien Entero (r) ACCAGGGTATCTAATCCTGTT 340 16S rDNA Malinen et al. (2004)
Entero FAM CGTGCCAGCAGCCGCGGTA
E. faecium NCIMB10415 | Cyl 1a° TCG GAATTT GCC AGA AGA AC
Cylactin Cyl 1b CTG GTG AAG CAG GGT TTC AT 208
) efa Afm1l CTTATGATTTGCCAGCAGCA efa Afm
E. faecium efa Afm?2 TGGATTGTTTCGATGTTCCA 244 Eaton and Gasson (2001)
) efa Afs 1 TTCACTGGCTACCTGCTGTG
E. faecalis efa Afs 2 AACGCGCCAATTTGTTTTAC 157 efa Afs Eaton and Gasson ANOO“_.V
. . L.aci|® AGCTGAACCAACAGATTCAC ACTAC-
L. acidophilus Lacill CAGGGTATCTAATCC 200 16S rDNA Walter et al. (2000)
. .. L.joh | GAGCTTGCCTAGATGATTTTA
L. johnsonii L.joh Il ACTACCAGGGTATCTAATCC 200 16S rDNA Walter et al. (2000)
L | L.amyl 2a GCGGAACCAACAGATTTACTT 106 16S rDNA Entwickelt im Institut fir Tierer-
- amylovorus L.amyl 2b GTTTCCAAATGGTATCCCAGACTT ' nahrung, FU Berlin
L.reul CCCAACTGATTGATG GTG CT Entwickelt im Institut fur Tierer-
L. reuteri L.reu 2 GGG CAG GTTACCTACGTGTT 16S rDNA nahrung, FU Berlin
L.reu OTU173 CCATCGTCAATCAGGTGC Konstantinov et al. (2004)
L mucosae L.muc 2a GGCTATCACTTTGGGATGGA 124 16S IDNA Entwickelt im Institut fur Tierer-
' L.muc 2b ATGGACCGTGTCTCAGTTCC nahrung, FU Berlin

1 785, 1512: Primer-Positionen bezogen aufiieol-Sequenz.
2(®, (1), (1), (a): Vorwérts-Primer, bindet an den (-) DNA-Strang; (r), (®) (b): Riickwérts-Primer, bindet an den (+) DNA-Strang.

% Die Sonden hatten am 5’-Ende den Reporter-Fluoreszenzfathafboxy- Fluoreszein (6-FAM) und am 3’-Ende den Quencher 4-Dimethylaminophenylbenzoesaure (Dabcyl).
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2.2.2.2 Reaktionsbedingungen

Da in den durchgefihrten Real-Time PCRs die prahtkingige Fluoreszenz entweder mit-
tels des Fluoreszenzfarbstoffs SYBRGreen oder Isithieorophormarkierter Oligonukleoti-
de (TagMan-Sonde) generiert wurde, wurden entspretth kommerzielle Master-Mike-
Brilliant® SYBR® Green QPCR Master Mix von STRATAGIE oder HotStarTagq Master
Mix von QIAGEN — benutzt. Die Komponenten und ilikenzentrationen sind in den kom-
merziellen Master-Mixen vom Hersteller optimal bedeert, so dass die Amplifikation un-
spezifischer Produkte sowie die Bildung von Pridenern verhindert werden. Die Kompo-
nenten der verwendeten kommerziellen Master-Mixé iire Konzentrationen sind in

Tabelle 9 wiedergegeben:

Tab. 9: Zusammensetzung verwendeter kommerzieller Mast&eMi

Komponente Brilliant® SYBR® Green QPCR Mas- HotStarTagq Master Mix
ter Mix

DNA-Polymerase SureStart®aq HotStar®Taq

Magnesium Chloride 2,5mM 3,0 mM

dNTPs Keine Angaben tber Konzentration 400 pM ealem dNTP

Fluoreszenzfarbstoffe SYBR Green | -

Brilliant® SYBR® Green QPCR Master-Mix und HotStaqr Master-Mix wurden bis zur

Anwendung unter Lichtschutz bei -20°C gelagert.

Die in 2.2.2.1 aufgefiihrten Primer wurden mit Rei@sser auf eine Konzentration von 10
pmol/ul und die lichtempfindlichen TagMan-Hybridgisingssonden unter Lichtschutz auf 2
pmol/ul eingestellt und aliquotiert. Die Lageruner daliquotierten Primer und Hybridisie-

rungssonde erfolgte bei -20°C.

Um stérende Fluktuationémler Fluoreszenz wéhrend der Reaktion auszugleichemle zu
jedem PCR-Ansatz auch ein passiver ReferenzfafbR©OK (6-carboxy-X-Rhodamine) in
der Konzentration von 30 nM (1:500 der Originallgu zugegeben. Frisch angesetzte L6-
sungen des Referenzfarbstoffs ROX wurden untertéotiutz bei +4°C aufbewahrt und in-

nerhalb von einem Tage aufgebraucht. Wahrend daktl®@ gemessene Fluoreszenzsignale

! Der Master-Mix ist eine fertige Mischung aus Taq MNPolymerase, dNTPs (2'-Desoxynukleosid-5'-
Triphosphat-Gemisch), MgCI2 und Reaktionspuffer.

2 Storende Fluktuationen der Fluoreszenz kénnenrandgunterschiedlicher Volumina (Pipettierfehlar)den
einzelnen ReaktionsgefalRen sowie Differenzen inTaansparenz des verwendeten Plastikzubehors (PCR-
Tubes, Deckel) auftreten.
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(Fluoreszenzintensitéat) wurden anhand der Fluoresaeensitat des Referenzfarbstoffs au-

tomatisch normalisiett

Soweit nicht anders angegeben, wurden alle Reaknponenten (MasterMix, Primer,
ROX) nach dem in Tabelle 10 ausgewiesenen Muspettert und in einem Umfang von

Aliquots fur 10-100 Reaktionen in einem 1,5- od€r @2l - Eppendorf-Gefal3 vereinigt.

Tab. 10: Pipettierschemata der Real-Time PCR-Anséatze

Reaktionsansatz mit SYBR Green | Reaktionsansatnit TagMan-
Hybridisierungssonde
Brilliant® SYBR® GreenQPCR Master Mix 12,5yl  Ho#®fag Master Mix 12,5 pl
Forward-Primer (10 pmol/ul) 0,5 ul Forward-Prim&© (mol/ul) 1,0 ul
Reverse-Primer (10 pmol/ul) 0,5 ul Reverse-Prirh@rgmol/ul) 1,0 ul
Referenzfarbstoff ROX (30 nM) 0,75 pl  Hybridisiegssonde (2 pmol/ul) 1,0 pl
H,0 (onase/rNAse frei) 10,75 pl Referenzfarbstoff ROX (30 nM) 0,75 pl
H2Opnase/rNAse frei) 8,75 ul
Gesamtvolumen 25 pul Gesamtvolumen 25 ul

Zur Amplifikation wurden Reaktionsansatze unterideidung von Luftblasen zu je 2&in
Real-Time PCR-Gefal3e aliquotiert. AnschlieRendlgidodie Zugabe von 1,0 ul des unter-
suchten DNA-Extrakts. Dabei wurden DNA-Extrakte @les Refenrenzstamnfemur Be-
stimmung der Spezifitat und Quantifizierungsstaddarur Bestimmung der Sensitivitat der
ausgewahlten Primer benutzt. Bei jedem Real-Tim&+R&uf wurde aulRerdem eiri¢on
Template Contro(NTC) (alle Reagenzien + 1pl:Bpnaseirnase fre) Mitgefihrt. Als Stan-
dard-Amplifikationprotokoll wurde das in Tabelle Hbkumentierte Temperaturprogramm

verwendet:

Tab. 11: Standard-Temperaturprogramm einer Real-Time PCR

Phase Temperatur Dauer Anzahl der Zyklen
Initialisation 95°C 15 min x1
Denaturierung 95°C 15 sec
Anlagerung 55-60°C 30-60 sec x40
Elongation 72°C 30-60 sec

! Die Normalisierung erfolgt durch Division der Rbfdreszenz des Amplifikationsprodukts durch dieoFés-
zenz der Referenzfarbe. Normalisiert werden Flummessignale in jedem Ansatz (in jedem Tube) ungkdin
dem Zyklus.

2 Referenzstamme sind in TabeM8 im Anhang aufgelistet.
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Alle Real-Time PCR-Experimente wurden mit dem MxBYBCR-Programm durchgefihrt.
Als analytische Methode wurde die Funktion ,SYBR@&rewith Dissociation Curve” ge-

wahlt. Analytische Algorithmen dieser Methode sspkziell fir SYBRGreen-Assays opti-
miert. Fur die Detektion unspezifischer Produktedwbei dieser Methode zum Standard-

Temperaturprogramm noch ein Dissoziations-Segmertigefugt.

2.2.2.3 Auswertung
Die Auswertung der Real-Time PCR erfolgte Uber elmittelten Fluoreszenzdaten. Diese
werden von den PCR-Zyklen der linearen Amplifikaphase erfasst, wenn die Reaktions-

konditionen optimal sind und die Fluoreszenz prapoal zum Amplikon ansteigt.

Bei der Bestimmung der Spezifitdt verwendeter Primarden sowohl Ct-Werte und ent-
sprechende Amplifikationskurven als auch Schmelpsnaturen mit entsprechenden
Schmelzkurven von einzelnen getesteten positivehnegativen Referenzstammeanaly-

siert.

Die Sensitivitat der verwendeten Primer wurde adhder Fluoreszenzdaten des Quantifizie-
rungsstandards bestimmt. Mithilfe der in das MxProgramm integrierten mathematischen
Algorithmen wurde eine Kurve aus den Fluoreszemeden jeder Verdinnungsstufe des
Quantifizierungsstandards und den dazugehérigeW&ten hergestellt. Die Analyse dieser

Kurve lasst Aussagen Uber die Sensitivitat der eadeten Primer zu.

2.2.3 Optimierungsstrategie

Die Parameter der Real-Time PCRs wurden so optindaess bei maximaler Spezifitat eine
maoglichst hohe Sensitivitat (Effizienz der Ampliditton bzw. Signalbildung) erreicht wurde.
Dabei wurden zunachst die Ergebnisse der durchgefulStandard-Protokoll-Real-Time
PCRs analysiert. Das Primerpaar, welches nach rdi¢g®tokoll bei maximaler Spezifitat
die groften Produktmengen lieferte bzw. die gr@Gtelifikationseffizienz aufwies, wurde
weiterverwendet. Fur die Primerpaare, bei denestifapositive und falsch negative Ergeb-
nisse registriert wurden, wurden Anlagerungstentpetand Elongationszeit validiert. Dabei
sollte die Erhéhung der Anlagerungstemperatur diguBg unerwinschter Produkte vermei-
den und die Erh6hung der Elongationszeit die Seitéitder Reaktion verbessern. Konzent-
rationen der Primer und Hybridisierungssonden satige Zusammensetzung des Master-

Mixes und die Anzahl der Zyklen blieben wéhrend @ptimierung konstant.

! Positive Stamme sind Stamme, die fiir die verwed&rimer Ziel-DNA enthalten; negative Stamme sind
Stamme, die fir die verwendeten Primer negatidt bzw. keine Ziel-DNA erhalten.
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2.3 Untersuchung der gastrointestinalen Proben vowersuchstieren

Um fltterungsbedingte Unterschiede in der qualigstiund quantitativen Zusammensetzung
der Milchsaurebakterien-Populationen sowie ihre @wik bei den Versuchs- und Kontroll-
tieren zu erkennen, wurden gastrointestinale Probgtels validierter Real-Time PCR (s.
Punkt 3.2) und DGGE (denaturierende Gradientergjdlelphorese) untersucht. Die Stoff-
wechselaktivitat der gastrointestinalen Bakteriaurde tUber die Messung von Laktat, Am-
moniak und flichtigen Fettsauren bestimmt. Im Himze bestand die Untersuchung der ge-

wonnen Proben aus folgenden Punkten:

+ Vorbereitung der Proben fir die DNA-basierte Analys
« Quantifizierung der Milchsaurebakterien mittelsidi@rter Real-Time PCR,;
« Bestimmung bakterieller Diversitat mittels DGGE;

« Bestimmung bakterieller Metaboliten
2.3.1 Vorbereitung der Proben fir die DNA-basierteAnalyse

2.3.1.1 Gewinnung bakterieller DNA

Da die geplanten Untersuchungen der gastrointéstirMikrobiota auf dem Nachweis spezi-
fischer Fragmente bakterieller DNA beruhen, wurdeBeginn aus dem bei -80°C eingefro-
renen Inhalt von Magen, distalefejunumund Colon ascendender Versuchstiere bakteriel-
le DNA gewonnen. Die DNA-Praparation lief nach dem Punkt 2.2.1.4 (S. 42f.)
beschriebenen Protokoll fir Quantifizierungsstaddab. Da nach der Ethanol-Fallung bak-
terieller DNA von Magen-Proben auch viele stéreRdeteine auffielen, wurde die Aufreini-
gung dieser Proben durch eine Behandlung mit GfepProteinase K erganzt. Aufgereinigte
DNA-Extrakte wurden bei -80°C gelagert.

2.3.1.2 Bestimmung der DNA-Konzentration

Obwohl bakterielle DNA aus allen Proben nach deeicgen Protokoll extrahiert wurde,
variierte die Effizienz der DNA-Extraktion oft vdProbe zu Probe. Der Grund sind individu-
elle physiologische Zustande und Stoffwechselattien des Tieres, die nicht nur die Zu-
sammensetzung des untersuchten Materials, sondem das Vorhandensein der Extrak-
tionsinhibitoren beeinflussen. Die fur die Analyssrwendeten Real-Time PCR und DGGE
basieren auf der Amplifikation der spezifischen DRAgionen, deren Effizienz direkt von
der Menge der eingesetzten Ziel-DNA abhangt, wdddie Prézision der Ergebnisse beein-
flusst wird. Um die Amplifikationsbedingungen filleaProben zu standardisieren, wurden
die DNA-Mengen in den aufgereinigten Extrakten gesea und anschlielend auf eine iden-

tische Konzentration verdinnt.
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Die Bestimmung der DNA-Konzentration in den untetden DNA-Extrakten wurde mithil-
fe des DNA-bindenden Fluoreszenzfarbstoff SYBRGreerd dem Real-Time PCR-Cycler
Mx3000P durchgefihrt. Die Bestimmung erfolgte neidgendem Schema:

a) Vorbereitung der DNA-Proben und des Standards

Eine Standardreihe wurde durch Verdinnung der kameiken Standard-Kalbtymus-DNA

hergestellt. Die Endkonzentrationen sollten 10Qupgb0 pg/ul; 25 pg/ul; 12,5 pg/pl und
6,25 pg/ul betragen. Da die unbekannten Proben Bdtk-Konzentrationen aufR3erhalb die-
ser Reihe enthalten konnten, wurden sie in Mikeqgpiatten unter Verwendung einer 8-
Kanal-Pipette auf 1:10; 1:100; 1:1000 und 1:100&@unnt.

b) Ansetzen des Master-Mixes

Als erstes wurde der Fluoreszenzfarbstoff SYBRGra#sr Lichtschutz auf eine Konzentra-
tion von 1:2500 verdiinnt. Danach erfolgte das Aresetdes Master-Mixes, der Uberdies aus
dem PCR-Puffer, der Referenzfarbe ROX und DNAse/Bd&Nfkeiem Wasser bestand (Ta-
belle 12).

Tab. 12: Zusammensetzung des Master-Mixes fur die BestimnaendNA-Konzentration (berech-
net fir 48 Proben)

SYBRGreen 1:2500 250 pl
PCR-Puffer (10x TEN) 250 pl
Referenzfarbstoff ROX (30 nM) 37,5 ul
H20 (pnase/rNAse frei) 712,5 pul
Gesamtvolumen 1250,0 pl

Je 25 pl des Master-Mixes wurden in die Real-TifidRFGefal3e aliquotiert und vorsichtig
mit den 25 pl der analysierten Probe gemischt. Basamtvolumen des Reaktionsansatzes

betrug also 50 pl.

c) Messung

Nach der Vorwarmung der Lampe des Mx3000P-Geratslevin der MxPro-Software die
Funktion Quantitative Plate Readusgewahlt. Im Anschluss an die Beschriftung dezed
nen Proben und die Markierung des Standards wus@¢rRead Propertieguf 25°C und 3
reads eingestellt. Danach wurde die Messung gesté&iir die Auswertung wurden die nor-

malisierten Werte der EndfluoreszerzRost Reajlbenutzt.
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d) Auswertung

Im AnalysisMeni des MxPro-Programms wird zunadchst der Vertrf Standardreihe er-
mittelt. Bei ausreichend hoher Linearitat der adredn Standardreihe kann die unbekannte
DNA-Konzentration in den untersuchten Proben imadhhsss durch Einsetzen der gemesse-
nen Fluoreszenzwerte (Rg) der Proben in die Geradengleichung der Standaeira

Microsoft Excel errechnet werden (Bsp. s. Abp.

Erstellung der Geradengleichung fiir die
1 Standardreihe
0,9 y =0,775x+0,2912 Eingesetzte Gemessene | Errechnete Menge
084 R? = 0,9996 Menge der Fluoreszenz| DNA nach der
’ DNA, ng/ul Rnpost Geradengleichung,
0,7 ng/ul
p 0.6 0,8 0,91 0,8
o 0,6 0,758 0,6
2 05
c 0,5 0,677 0,5
x 04 0,1 0,376 0,1
03 0 0,285 0
0,2 Berechnung der DNA-Konzentration in den Proben
01 Gemessene| Errechnete Menge DNA (ng/pl)
0 ‘ ‘ ‘ ‘ Fluoreszenz| nach der Geradengleichung
Rnpost y=0,775x + 0,2912
0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 0.630 0437
ng/ul 0,599 0,397
0,591 0,387

Abb. 1: Auswertung des Quantitative Plate Read-ExperimedtBerechnung der DNA-
Konzentration

Bei der Berechnung der Werte der unbekannten Prohess immer auf den Verdinnungs-
faktor geachtet werden. Proben, deren Werte aulBedea Standardreihe liegen, missen

anhand anderer (h6herer bzw. niedrigerer) Verdigemiigemessen werden.

Nach der Bestimmung der DNA-Konzentration wurdenAEktrakte auf folgende Kon-

zentrationen eingestellt: Magen-Extrakte auf 5QuhglejunumundColonauf 100 ng/ul.

2.3.2 Quantifizierung der Bakterien mittels validigter Real-Time PCR

2.3.2.1 Primer und Reaktionsbedingungen

Fur die qualitative und quantitative Analyse delddsaurebakterien bei Kontroll- und Pro-
biotikumferkeln wurden die in Punkt 2.2.21 aufgetéh Primer verwendet. Nach der Be-
stimmung der Spezifitat und Sensitivitdt der Primerden die in Tabelle 13 aufgeflhrten

Reaktionsbedingungen ermittelt.
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Tab. 13: Primer und Reaktionsbedingungen

Ziel Detektionsysten Annealing Elongation Dissoziation-
(Temperatur/Zeit) (Temperatur/Zeit) segment
Eubakterien TagMan 50°C/30 s 72°C/30 s -
Laktobazillen SYBRGreen 55°C/30 s 72°C/30 s +
Enterokokken SYBRGreen 55°C/30 s 72°C/30 s +
Bifidobakterien SYBRGreen 55°C/30 s 72°C/30 s +
Enterobacterieacae TagMan 50°C/30 s 72°C/30 s -
L.acidophilus SYBRGreen 55°C/60 s 72°C/60 s +
L.amylovorus SYBRGreen 58°C/30 s 72°C/30 s +
L.johnsonii SYBRGreen 50°C/60 s 72°C/60 s +
L.mucosae SYBRGreen 58°C/30 s 72°C/30 s +
L.reuteri TagMan 55°C/60 s 72°C/60 s -
E.faecium(Cylactin) SYBRGreen 60°C/30 s 72°C/30 s +
E.faecium SYBRGreen 55°C/30 s 72°C/30 s +
E.faecalis SYBRGreen 55°C/30 s 72°C/30 s +

Die Initialisierung der Reaktion erfolgte in all&dllen bei 95°C/15 min und die Denaturie-
rung der DNA bei 95°C/15 sec. Die Ziel-DNA wurdedhen Assays uber 40 Zyklen ampli-
fiziert. Bei der Verwendung des SYBRGreen-Detelgimtiems wurde zum Amplifikati-
onsprogramm ein Dissoziations-Segment zugeflugt.ZDEammensetzung der PCR-Ansatze
ist in Punkt 2.2.2.2 beschrieben. Die Real-Timekiea wurden mit Magen-Jejunum-und
Colon-Proben in Konzentrationen von 50 ng/pl und 10Quhdlrchgefiihrt. Zu jeder Reakti-

on wurden dabei auch entsprechende Quantifiziestaigdards eingesetzt.

2.3.2.2 Auswertung

Die Quantifizierung der Bakterien in den Versuclf@n wurde durch Vergleich mit den Ct-
Werten des Quantifizierungsstandards (inokulierteb®n) durchgefiihrt. Die Software
MxPro liefert eine Standardkurve, mittels derehsron einem Ct-Wert auf die Konzentrati-
on der Bakterien in der Probe schlieBen lasst. BEdidung unspezifischer Produkte wurde
durch Analyse der Schmelzkurven kontrolliert. Inl&& in denen die in den Reaktionen ein-
gesetzten DNA-Extrakte zuvor auf eine bestimmte 2émtration eingestellt worden waren,
mussten die von MxPro errechneten Werte anschligeendem jeweils verwendeten Ver-

dunnungsfaktor multipliziert werden.

2.3.3 Bestimmung bakterieller Diversitat mittels DGSE

2.3.3.1 Durchfiihrung der DGGE
Um die gastrointestinalen bakteriellen Populatiogealitativ zu charakterisieren, macht man

sich die Eigenschaft der DNA zunutze, dass siedbeiDGGE nicht auf einen Schlag, son-
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dern in ,Schmelzdomanen“ mit unterschiedlichen Selatemperaturen denaturiert, so dass
DNA-Fragmente unterschiedlicher Sequenz zu einemd&amuster geordnet werden kon-
nen, das der Zusammensetzung der Mikroflora inRtebe entspricht. Diese ,bakteriellen
Fingerabdriicke* konnen dann mit Ergebnissen andereben auf Ahnlichkeit verglichen
werden. Die Herstellung der bakteriellen 16S rDNAgferabdricke der untersuchten Proben
beinhaltete folgende Punkte:

* Gewinnung der bakteriellen DNA aus dem Proben-Niter

* Amplifikation der 16S rDNA-Fragmente

* Vorbereitung der DGGE-Apparatur fur die Elektropdse

» Herstellung des Polyacrilamid-Gels

* Beladung des Gels

» Elektrophorese

» Farbung und Konservierung des Gels
* Auswertung

Verwendete Materialien und Losungen sind in denellab A8 undA9 im Anhang aufgelis-
tet.

Amplifikation der 16S rDNA-Fragmente

Um bakterielle 16S rDNA-Fragmente zu vervielfaligegnd zudem mittels einer GC-

Klammer eine Domane mit einem Schmelzpunkt bei Fgih&emperaturen zu inkorporieren,
wurden bereits veréffentlichte Primer von NUBELag&t(1996) und das PCR-Programm von
ZOETENDAL et al. (1998) in der Modifikation von KR Z et al. (2006) verwendet.

Primer
Sequenz (5-3")

F-968-GC CGC CCG GGG CGC GCC CCG GGLC GGG GCG
GGG GCA CGG GGG GAACGAA GAACCT TAC

R-1401 GCG TGT GTA CAAGAC CC

Die Oligonukleotidprimer wurden mit RNAse-freiem ¥é&r auf die Arbeitskonzentration

von 4 pmol/ul verdinnt.

Zusammensetzung des PCR-Master-Mixes

15ul HotStarTaq MasterMix

2 pl Primer F-0968-GC (4 pmol/ul)

2 il Primer R-1401(4 pmol/ul)

11pl RNA-se freies Wasser

1 ul DNA-Extrakt (50 pmol/ul fur Magen-Proben un@01pmol/ulJejunum, Colort und
Kot-Proben)
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Alle Reaktionskomponenten (auf3er dem DNA-Extraktirden zu einer Losung vereinigt
und je 30 pl in die PCR-Geféal3e aliquotiert. Ansefddind wurden DNA-Extrakte von unter-
suchten Proben sowie eine Kontaminationskontrollen¢ Zugabe von DNA) pipettiert. Die
Amplifikation erfolgte nach folgendem auf dem T1€efimocycler programmierten Tempera-

turprofil:

PCR-Programm

Phase Temperatur Dauer Anzahl der Zyklen
Initialisation 95°C 15 min x1
Denaturierung 94°C 60 sec
Annealing 65°C 90 sec x21
Elongation 72°C 90 sec
Denaturierung 94°C 60 sec
Annealing 58°C 90 sec x14
Elongation 72°C 90 sec
Finale Elongation 72°C 10 min x1

Gesamtzeitder Amplifikation 3h 47min

Amplifizierte PCR-Produkte (Denaturierungsstammiiggen) wurden bis zum Zeitpunkt der
Gel-Beladung bei +4°C gelagert.

Vorbereitung der DGGE-Apparatur fur Elektrophorese

Die Vorbereitung der DGGE-Apparatur begann mit &farstellung der Elektrophorese-
Puffer und der Fullung der Puffer-Kammer des INGER¥rU-2-Systems. Nach der Herstel-
lung des Elektrophorese-Puffers erfolgte der Zusanirau der Gel-Kammer. Je nach Bedarf
kénnen in der Gel-Kammer zwei Gele parallel lauféi. jedes Gel sollte eine Gel-Kassette
konstruiert werden, die aus zwei Glasplattem m#wdschen liegendem Spacer sowie dem
Gel-Kamm besteht. Fir den Zusammenbau einer Geddfi@swurden zunéchst beide Glas-
platten mit Geschirrspulmittel und bidestillierteiasser gewaschen und anschliel3end mit
Ethanol (70%) gesaubert. Die Glasplatte mit dernkle ,Zungen* wurde nach der Reini-
gung zusatzlich mit bidestilliertem Wasser bewassed mit GelBond® PAG-Folfe(hydro-
phobe Seite nach unten) verbunden. GelBond® PA@ Bollte auf der Platte so fest liegen,
dass man zwischen beiden Newton’'schen Ringe selen. lDurch Auflage der zweiten
Glasplatte mit dem dazwischen liegenden Spacertetnt®ine Gel-Kassette. Jede Gel-

! Die GelBond® PAG-Folie ist eine Tragerfolie fiir #&gse- beziehungsweise Polyacrylamidgele. Die Gele
verbinden sich bei ihrer Herstellung kovalent n@t &olie und kdnnen nach der Elektrophorese prdbkeffiir
Silberfarbung eingesetzt werden. Auf GelBond-Fglgrocknete Gele behalten ihre urspriingliche Grifte
eignen sich fiir die langfristige Dokumentation.
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Kassette wurde in der Gel-Kammer vertikal aufgésteld durch Festziehen der speziellen
Schrauben befestigt. AbschlieRend wurde der Kamm 3thoder 48 Taschen) in die Gel-

Kassette eingesetzt. Da die Befiullung der Gel-K#mseerst nach Herstellung des Gradien-
ten-Gels erfolgt, sollten zusammengebaute Gel-Kessdzw. Gel-Kammern wegen der

UV-Licht-Empfindlichkeit der GelBond® PAG-Folie ildunklen aufbewahrt werden.

Herstellung des Polyacrylamid-Gels

Die Herstellung des Polyacrylamid-Gels begann rihdAnsetzen von 100% und 0% dena-
turierenden Polyacrylamid-Losungen. Durch Mischaser Polyacrylamid-Stammlésungen
wurden isovertikale Gradienten von 30% bis 55% Kiaff hergestellt und in 50 ml Greiner-

Rohrchen vorgehalten (Tabelle 14).

Tab. 14: Erstellung der denaturierenden Gradienten

Gewinschte Harnstoff- Komponenten der Gradienten
i 0,
Konzentration (%) Polyacrilamid-Stamml&sungen, ml Polymerisierungalyaator, pl
0% 100% TEMED 10% APS
30 15,4 6,6 28,6 66,0
55 9,9 12,1 28,6 66,0
0 12,0 - 20,0 50,0

Da die Polymerisation von Acrylamid durch Zugabe W, N, N, N’- Tetramethylethylen-
diamin (TEMED) und Ammoniumpersulfat (APS) katagrsiwird, wurden 30% und 55%
Gradienten-Losungen mit diesen Katalysatoren etgama anschlie3end in die entsprechen-
de Kammer des Gradientenmischers uberfihrt. Damaclke die Peristaltikpumpe einge-
schaltet, die mit dem Gradientenmischer verbundgn und die Gel-Apparatur wurde
gleichmafiig befillt. AnschlielBend wurde GradienBai-mit 12 ml der 0 %-igen Polyacry-
lamid-L6sung, die als Sammelgel diente und den Aadzldungskamm aufnahm, Uber-
schichtet. Da die Bestandteile der Gradientenmisuhd der Peristaltikpumpe durch Reste
der Polyacrylamid-Losungen verstopft werden kénmefglgte nach der Beflllung der Gel-
Kassette eine griindliche Spilung des GradientemeriscDie Gele wurden zur Polymerisie-

rung fur 1,5-2 Stunden in einem abgedunkelten Rgelassen.

Beladen des Gels

Das Beladen des Gels erfolgte in der Elektrophekesamer des INGENYphorU-2-System,
die auf 60°C vorgewarmten Elektrophoresepuffer @ht@usammengebaute Gel-Kassetten
(mit dem polymerisierten Gel) wurden in den Puffgstellt und an die entsprechenden

Elektroden angeschlossen.
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Um die Dichte der DNA-Proben zu erh6hen und damitgewahrleisten, dass sie sich
gleichméiig am Boden der Geltasche verteilen, wur8eul jeder DNA-Probe (PCR-
Produkt) mit 2 pl Roti®-Load DNA-Puffer gemischta® Mischen erfolgte mithilfe der 8-
Kanal-Pipette in einer Mikrotiterplatte. Sobaldealroben mit dem Auftragspuffer gemischt
waren, wurde die Elektrophorese-Kammer auf ,Low tegé” eingestellt und jede Probe

sorgfaltig auf das Gel aufgetragen.

Elektrophorese

Nach dem Beladen des Gels wurde die Elektrophdfesemer des INGENYphorU-2-
System auf ,High Voltage” umgestellt und 5 min B80 V laufen gelassen. Danach lief die
Elektrophorese bei konstanter Spannung von 120d/eimer Temperatur von 60°C im abge-
dunkelten Raum fur 16 Stunden (MUYZER et al., 1993)

Farbung und Konservierung des Gels

Nach Ablauf der Elektrophorese-Zeit wurde die Gahiner aus der Puffer-Kammer ent-
nommen, die Gel-Kassetten auseinandergebaut un@Galond® PAG-Folie mit dem auf-
liegenden Gel vorsichtig von der Glasplatte entfddas Gel wurde fur 3 min in eine Plastik-
schale mit 800 ml Fixierlésung Ubertragen. Durch Behandlung mit dieser Losung wird
DNA im Gel fixiert und ihr weiteres Wandern verhertd Um die fixierte DNA mit dem Sil-
ber zu verbinden, wurde die Fixierlésung gegeneslitisung ausgetauscht und 10 min ein-
wirken gelassen. Die uberschussigen Silberrestelemunach der Silberreaktion durch das
Waschen des Gels mit bidestiliertem Wasser (2xran) entfernt. Die Entwicklung des Gels
erfolgte durch Zugabe von 800 ml Entwicklerlésudgren alkalisches Formaldehydy+-
lonen zu elementaremg reduziert und dadurch alle Stellen, an denen DN/Aawden ist,
schwarz farbt. Diese Entwicklung des Gels dauer2@z80 min. Sobald alle Banden auf dem
Gel sichtbar waren, wurde das Gel aus der Entwidkdsung entnommen und fur weitere 5
min in die Fixierlosung tbertragen. Anschlie3enddeues mit bidestilliertem Wasser 2 min
gespult und anschlieRend 7 min in einer Aufbewadslisung konserviert. Danach wurde
das Gel mit einer Zellophanmembran bedeckt un@®@¥ fur 12-14 Stunden getrocknet.

2.3.3.2 Densitometrische Auswertung des Gels

Die Auswertung der Gele erfolgte mit dem PrograntmorBtix 1D v2003.02 (Nonlinear Dy-
namics, GroRRbritannien). Das Programm beruht aufldasitometrischénquantitativen A-
nalyse des Gel-Bilds, der 16S rDNA-Fingerabdriiokewhtersuchten Proben.

! Densitometrie ist die quantitative Messung debBahte (Volltondichte), d.h. der Farbmenge prcchén-
einheit.
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Als erstes wurden alle Gele mit der Auflosung 4@0(Grau-Stufen) gescannt und im TIFF-
Format auf einem PC gespeichert. Die Analyse depeageherten Bilds mittels Phoretix 1D
v2003.02 beinhaltet folgende Arbeitsschritte:

a) Bestimmung der zu analysierenden Bereichigane creatior)

Auf dem gescannten Bild wurden Formen und Grenzmethzelnen Spuren (Lanes) be-

stimmt.
b) Definition des Bildhintergrunds (Backround substractioh

Da das Gel-Material eine eigene Farbe hat und é&reBdstimmung der wahren Intensitat der
16S rDNA-Fingerabdricke storen kann, muss die bitéhdes Hintergrunds definiert wer-

den. Fur diesen Zweck stehen im Phoretix 1D veesldne Methoden zur Verfigung. In die-
ser Arbeit wurde di®olling BalFMethode benutzt. Bei dieser Methode wird der Hiptiend

als der niedrigste Grauwert berechnet, der unter ldéensitatsmuster der Probe rollt.
c) ldentifikation der einzelnen Banden der Laneg¢Band detectioh

Die Identifizierung der Banden basiert auf der Bestung der Punkte auf dem Bild, deren
Farbdichte héher ist als der Hintergrund. Es westamohl die Intensitat als auch die Gren-
zen dieser Punkte erkannt. Da aber wahrend deigtiegt des Gels (Féarben, Trocken) auch
maogliche Schadigungen (Flecken, Risse usw.) asfirahd als Banden identifiziert werden
kénnen, muss nach der automatischen Identifizienorg Hand eine Nachbearbeitung des
Bilds erfolgen. Mit Hilfe der manuellen Korrekturenden ,falsche“ Banden entfernt oder

zusatzliche eingeflgt.

Sobald die Bandendetektion abgeschlossen ist, wendé&lentiMesurements/All Laneger-
schiedene Werte verfligbar, die fur die Charakensig der untersuchten Proben verwendet

werden konnen. Fur die vorliegende Arbeit wurddgdnde Messparameter ausgewahlt:

Richness- Anzahl der detektierten Banden in der jeweili§gur (Lane);
Band Percentage- Prozentanteil des Volumens der einzelnen Band&asamtvolumen
aller detektierten Banden in der Spur;

Volume— Gesamtzahl der Pixel, aus denen jede einzelndeBagsteht

Die oben genannten Messwerte wurden direkt auseBRdiD nach Microsoft Excel expor-
tiert und fur die Berechnungen der DiversitatsiediZnach Shannon und Simpson) verwen-
det, die untersuchte 16S rDNA-Arten-Gemeinschftersibhtlich ihrer Zusammensetzung

beschreiben.
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Fur die Beschreibung der Ahnlichkeit der 16S rDNAek-Gemeinschaften werden aber
weitere Daten, etwa die ,Zahl der gemeinsamen Arteendtigt. Um diese Daten zu erhal-
ten, mussen weitere Phoretix-Prozeduren durchgefidrden.

d) Definition der Positionen der einzelnen Bande(Rf-Calibration)

Phoretix 1D verfuigt Uber verschiedene Algorithmdig Ahnlichkeiten bzw. Unterschiede
zwischen den untersuchten Proben berechnen kobadrei werden einzelne Banden (so-
wohl nach Anzahl als auch nach Volumen) verglicheans denen der 16S rDNA-
Fingerabdruck jeder Probe besteht. Der Vergleiginkaber nur durchgefuhrt werden, wenn
alle detektierten Banden zugeordnet sind, was w3&dat, dass die Banden die gleichen Posi-
tionen im Gel haben. Wenn Proben unebenmalig ircghsaufen, wird der Vergleich ihrer
Banden-Muster mit anderen Proben erschwert. Umheolingenauigkeiten im Verlauf der
Spuren und Banden auszugleichen, wird automatiscRetardation Factor (Rferrechnet,
der die Positionen einzelner Banden in der Lanérheg. Durch Markierung der einzelnen,
gut sichtbaren und starken Banden, werBé&iinien hergestellt. Mit Hilfe von Inter- und
Extrapolation werdeRftWerte(bzw. Positionen) auch fur andere Banden, die sidderhalb

dieser Linien befinden, bestimmit.
e) Zuordnung vergleichbarer Banden(Band Matching)

Die Zuordnung vergleichbarer Banden basiert auf dérgleich mit einer oder mehreren
Referenz-LanegStandards). Je nach Ziel der Untersuchung kdatseStandards Proben mit
definierter Zusammensetzung oder definierter Methge untersuchten Materials verwendet
werden. Banden, aus denen die 16S rDNA-Fingerakdrder untersuchten Proben bestehen,
werden dem Banden-Muster der Referenz-Lane zugebrBir diese Dissertation wurde der
Rf-Wert als Basis fur den Vergleich festgelegt, d.h. zudeet werden konnten nur solche
Banden, die gleiche PositioneRflim Gel hatten. In Fallen, in denen Banden im Biicht

in der Referenz-Lane lagen, wurde Uber die horedenffumme der Pixelgrauwerte aller La-
nes eineSynthetic Lanegebildet. Das Band Matching kann sowohl automhtiagls auch

manuell durchgefihrt werden — in dieser Arbeit alb@rde manuelle Prozedur verwendet.

Nach erfolgter Zuordnung der Banden stehen im Mde8urements/Comparisamd Mat-
ching Informationverschiedene Messwerte zur Verfliigung, die fir B@schreibung der
Ahnlichkeit der 16S rDNA-Fingerabdriicke der untetsen Proben notwendig sind. Fir die

Berechnungen der Ahnlichkeit-Indizes wurden folgeMesswerte benutzt:

Band Sharing Index-— Index, der die Zahl der gemeinsamen Arten berélokgt und als
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Matrix im MenuMatching Information/All Lanesu finden ist;

Band Percentage- Prozentanteil des Volumens der einzelnen Band&asamtumfang
aller detektierten Banden in der SgMesurements/Comparispn

Volume— Gesamtzahl der Pixel, aus denen jede einzelndeBlaesteht
(Mesurements/Comparispn

Die oben genannten Messwerte wurden aus PhoretixvitBerum nach Microsoft Excel
exportiert und fiir Berechnungen der Ahnlichkeit demtersuchten 16S rDNA-Arten-

Gemeinschaften (nach Sérensen, Renkonen und Mgns&twendet.

2.3.3.3 Berechnung 6kologischer Indizes

Fur die Bewertung der Biodiversitat (Artenvielfal)n Okosystemen wurden verschiedenste
mathematische Verfahren entwickelt, es gibt ab&hndsi keine universelle Methodologie, die
alle Aspekte der Biodiversitat bertcksichtigt (LEQHE & MOUNOLOU, 2003). Am hau-
figsten werden BiodiversitatsmaRe benutzt, dieAdtenvielfalt eines Okosystems durch eine
einzige Zahl (Index) charakterisieren. Fir die Bewey des 6kologischen Systems wird in
der Regel eine Kombination aus mehreren Biodivé&sialien verwendet. Die verschiede-
nen MaRe unterscheiden sich dahingehend, welcloenationen ber den Okosystemzu-
stand sie berticksichtigen und wie sie diese Inftonan zu einem Index aggregieren
(BAUMGARTNER, 2003).

Um die fiitterungsabhangigen Unterschiede in detebiglen Okosysteme der untersuchten
Tiere festzustellen, wurden Uber die DGGE erhakdvakterielle 16S rDNA-Fingerabdricke

durch folgende Parameter beschrieben:

* Zusammensetzung der 16S rDNA-bakteriellen Gemeafsatler Versuchs- und
Konrolltiere (Diversitatsindizes);
« Ubereinstimmung der 16S rDNA-bakteriellen Gemeia$em bei den Tieren (Ahn-

lichkeitsindizes).

Berechnung der Diversitatsindizes

In der Populationsstatistik werden bei der Beredgnder Diversitatsindizes i.d.R. Begriffe
wie ,Individuum®, ,Individuenzahl pro Flache®, ,Gamtindividuenzahl pro Flache*®, ,An-
zahl der Arten pro Flache" u.a. benutzt. Da es a@leeder DGGE um die densitometrische
Auswertung des Gels geht, bei der keine einzelndividuen gezéhlt werden kdnnen, wer-
den Diversitatsindizes mit Hilfe voRhoretixAquivalenten errechnet. Tabelle 15 bietet eine

Ubersicht tiber Begriffe der Populationsstatistikl émuivalente irPhoretix
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Tab. 15: Begriffe der Populationstatistik und entsprecheRbderetix-Aquivalente fiir die Berechnung
der Diversitatsindizes

Begriff der Populationstatistik DGGE-PhoretixAquivalent Erlauterung (Phoretix)
Individuum -

Arten/Spezies Detektierte Banden in der Lane

Anzahl der Arten Anzahl aller Banden der Lane

Individuenzahl der Art i Volumen einer einzelnen Bande  Summe der Pixdtensitéten de

einzelnen Bands

Gesamtindividuenzahl Volumen aller detektierten Banden Summe der Pixdlrtensitaten alle
der Lane Banden der Lane

Relative Haufigkeit dei-ten Art Band Percentage Prozentuker Anteil des Volumer

von der Gesamtindividuenzahl der einzelnen Bandei-{fe Spezie:

am Gesamtvolumen aller detekt er-
ten Banden in der Lane

a) Berechnung der Diversitatindizes hinsichtlich de Vielfalt der bakteriellen
Gesellschaft

Das einfachste Mal3, das die Diversitat eines Systeachreibt, ist diRichness(Reichhal-
tigkeit) — die Anzahlunterschiedlicher Arten (16S rDNA-Spezies) in destrdichteten Sys-
tem. In Phoretix entspricht dies der Anzahl deekligérten Banden pro Spur (= pro Probe).
b) Berechnung der Diversitatindizes hinsichtlich dequantitativen Verhéaltnisse der ein-
zelnen Spezies innerhalb der mikrobiellen Gemeinselft

Der Simpson-Index (Dominanz-Indexperechnet die Biodiversitat unter Berticksichtigung
des Anteils jeder Art (Spezies) an der gesamterul@opn der untersuchten Probe. Dieser
Index reprasentiert die Wahrscheinlichkeit, mit geei zuféllig aus einem unendlich grof3en
Okosystem gezogene Individuen zur selben Art (3¢zjehoren (Baumgartner, 2003). Ma-
thematisch ist er wie folgt definiert:

D= ini (n, -D/N(N -2

n; = Individuenzahl der Art ifhoretix-DatenVolumen eines einzelnen Bands in einer Spur)

N = GesamtindividuenzahPhporetix-Daten Gesamtvolumen aller Banden der Spur)

s = Gesamtzahl der ArteRlforetix-Daten:Anzahl der detektierten Banden pro Spur)
Interpretation:Je groRer der prozentuale Anteil einer bestimmukidoiellen Art an der ge-
samten bakteriellen Population (seine Dominanzgtadather der Wert des Simpson-Index

(0,0 zu 1,0) und entsprechend desto weniger Di&trsi

Der Shannon-Weaver Index (od. Shannon-Wiener-Indexasiertauf der Informationstheo-

rie und berechnet die bakterielle Diversitat umerticksichtigung der Anzahl der Arten und
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des Anteils jeder Art (Spezies) an der Artengenutiak (KWAK & PETERSON, 2007).
Mathematisch wird er folgendermalf3en errechnet:
H = _z p. [ p,
i=1
s = Gesamtzahl der ArteRlforetix-Daten:Anzahl der detektierten Banden pro Spur)

pi = Wahrscheinlichkeit des Auftretens der Art i odelative Haufigkeit der-ten Art in der Gesamtin-
dividuenzahl, gemessen von 0,0 bis (BBoretix-DatenBand Percentage

Interpretation:,Eine maximale Diversitat nach dem Shannon-Indéxeangegeben, wenn in
einers Arten enthaltenden Gemeinschatft alle Arten imaylen quantitativen Verhaltnis vor-
handen sind.” (UNTERSTEINER, 2005)

c) Berechnung der Diversitat-Indizes hinsichtlich \érteilung der einzelnen Spezies in-
nerhalb der mikrobiellen Gemeinschaft

Evenness- ,Relation des Shannon-Index zu dem maximal mbglcDiversitatswert, der
sich bei gleicher Artenzahl, aber unter groRtmdgicGleichverteilung der Individuen auf
die bestehenden Arten ergeben wirde” (UNTERSTEINERS). Mathematisch ist Even-
ness wie folgt definiert:
E=H /InS
H" = Shannon-Index

S = Gesamtzahl der ArterPljoretix-Daten:Anzahl der detektierten Banden pro Lane (16S rDNA-
Spezies)

Interpretation.Je ungleicher die einzelnen Arten/Spezies in deuRdion verteilt sind, desto
geringer ist deE-Wert (0,0 bis 1,0) und desto instabiler (unhomaggdie Struktur des be-

trachteten Systems.

Berechnung der Ahnlichkeitsindizes

Um Ubereinstimmungen im Arteninventar zweier Artemginschaften (Proben) festzustel-
len, wurden 6kologische Indizes entwickelt, die \Mersitatsindizes unter Berlcksichti-
gung der verschiedenen strukturellen Merkmale dezetnen Artgemeinschaften errechnet
werden. Die paarweise Ubereinstimmung (Ahnlichkedtizes) der Artengemeinschaften
(untersuchte Proben) wurde im Bezug auf die Andahlgemeinsamen Arten berechnet. Als
gemeinsame Arten zweier Gemeinschaften (Probenflemeauf dem DGGE-Gel Banden
(16S rDNA-Spezies) mit den gleich&kWerten (Position im Gel) bezeichnet.

Der Sorensen-Quotient (QSYlient dem einfachen Vergleich von Artengemeinsemafind
bertcksichtigt die Anzahl der gemeinsam in zwei itdédbn vorkommenden Arten und die
jeweilige Anzahl der Arten in den zu vergleichendhabitaten. Er wird wie folgt berechnet:
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QS=2[G/S, +S,

G = Zahl der in beiden Habitaten gemeinsam vorkonttee Arten Phoretix-Daten Zahl der in bei-
den Habitaten vorkommenden Banden, die die glei&tfalerte haben)

Sa, Sg = Zahl der Arten in Habitat A bzw. BPhoretix-Daten:Anzahl der Banden pro Lane)
Interpretation:Der Sérensen-Quotiertegt zwischen 0% und 100%. Je hoher der Quotient,
desto gréRer ist die Ahnlichkeit in der Artenzusagnsetzung. DeBorensen-Quotiergnt-
spricht demBand Sharing Indexden Phoretix 1D automatisch berechnet und alsiiiah
MeniMatching Information/All Lanedarstellt.

Da die Ahnlichkeitsindizes fur alle auf dem Gel ggtragenen Proben berechnet werden,
lasst sich vergleichen, wie &hnlich bakterielle @erschaften bei Versuchstieren innerhalb
einer Versuchsgruppe (Kontroll- bzw. Probiotikumgruppe)dubei Tieren aus den beiden
verschiedenen Gruppen sind. Die Sortierung der iBhkeitsindizes wurde durch Herstel-
lung einer Matrix erreicht. Werte jeder Ahnlichlegituppe wurden danach statistisch bear-
beitet und in Form eines Balken-Diagramms dargéstéin die Ahnlichkeit zwischen ein-
zelnen Tiere und Ahnlichkeits-Gruppen (Cluster)seeszu verdeutlichen, wurden auch von
Phoretix 1D automatisch erstellte UPGMA-Dendrograronweighted Pair-Group Method
using Arithmetic Averageébenutzt.

2.3.4 Bestimmung mikrobieller Metaboliten

Um eine durch Zugabe des Probiotikums hervorgeeuféettozunahme bzw. Abnahme der
bakteriellen Stoffwechselprodukte zu evaluierenrdeulLaktat, Ammoniak und flichtige

Fettséduren in demlagen; Jejunum-undColon ascendenkhalt gemessen.

2.3.4.1 Laktat

Die Ermittlung des Milchséuregehalts der unterseichProbe erfolgte fluorometrisch mit

Hilfe eines kommerziellen enzymatischen Laktat-TK#s (Fa. Boehringer, Mannheim,

Deutschland) nach Angaben des Herstellers. Zuropmetrischen Messung wurde das Pro-
gramm Swift Quantification Il (Biochrom, Cambridgérof3britannien) verwendet. Nach der
fluorometrischen Bestimmung des Milchsduregehaftigie die Berechnung der Laktatge-

halte (L- und D- Isomere).

2.3.4.2 Ammoniak

Die Ammoniakmessung wurde mit einer ionenselektikzégktrode (Mettler Toledo Electro-
de, Type No. 51340910) und einem daran angeschiesgeH-Meter als Messgerat durchge-
fuhrt. Vor der Messung der untersuchten Proben sud@ ionenselektive Elektrode mit
NH,4CI kalibriert. Nach der Kalibrierung wurden die &t aufgetauten Proben 10 min bei
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13000 UpM und 4°C zentrifugiert. Zu den 500 pl Weand wurden 500 pl 1M NaOH, 200
pl Ammoniumsulfat-Losung (ISA-Losung 0,9 mol/L, Rdettler, Toledo, USA) und 9,0 ml

Reinstwasser hinzugegeben. Nach dem HomogenisagerProben-Losung erfolgte ihre
Messung. Die Ergebnisse wurden in pgrar{s per million,1 mg/L) abgelesen und anschlie-

Bend in mmol/L umgerechnet.

2.3.4.3 Fluchtige Fettsauren

Die Digestaproben wurden mit Oxalsaure (0,1 mol/Ngtriumazid (40 mmol/L) und
Capronsaure (0,1 mmol/L) als internem Standardetersind homogenisiert. Die Gehalte
von Essigsaure, Propionsaure, Buttersaure und igat&ure wurden nach einer Methode
von Schéfer (1995) aus den Uberstanden nach Zegtibn gaschromatographisch be-
stimmt. Dabei wurde ein Gaschromatograph mit eifé@mmenionisationsdetektor der Fir-
ma Agilent 6890 (Waldbronn, Deutschland) mit eiKapillarsdule Innovax 30m x 538 x

0.1um der Firma Agilent verwendet. Tragergas war WassHr

2.4 Datenverarbeitung und Statistik
Die statistischen Auswertungen und die graphisdbarstellungen wurden mit der Software
SPSS 12.0 (SPSS Inc., Chicago, lllinois, USA) dtste

Quantitativ wurden Digestaproben mittels Real-TiR@R in ,Zellzahl/Gramm Feuchtmas-
se* gemessen und bakterielle Stoffwechselproduktgnmol/L* und ,mg/g“. Zur Analyse
wurden dabei nur die Proben herangezogen, die wdhder Reaktion positive Signale
(Amplifikation) aufwiesen. In jeder Versuchsgrupparden die absoluten bakterielle Zell-
zahlen sowie die Anteile einzelner Bakteriengrupperder gesamten Zahl der Eubakterien
und die Anteile einzelner Bakterienspezies an desaGtzahl der Laktobazillen oder Entero-
kokken fir jedes Versuchstier ermittelt. Danaclyt®ldie Prifung dieser Daten auf Normal-
verteilung mit dem nicht-parametrischen Kolmogo&mirnov-Test mit Signifikanzkorrek-
tur nach Lilliefors. Da die Werte nicht normal @it waren, wurden die erworbenen Daten
in den erstellten Graphiken als Median mit einenkwolke von Einzelwerten angegeben,
welche die tatsachliche Messwertverteilung datstill den Tabellen sind der Median, der
maximale und der minimale Wert sowie die Anzahl Bewben mit positivem Signal aufge-
listet. Um einen Gruppenvergleich durchzufiihrenrdeuder Mann-Whitney-Test (U-Test)
angewendet. Lag der Wert fUr die asymptotischeiffignz unter oder genau bei 0,05, wur-
de ein Gruppenunterschied als signifikant beweAlkst. Tendenz wurde ein p-Wert von klei-
ner oder gleich 0,1 bezeichnet. Die p-Werte sindodd in den Graphiken als auch in den
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Tabellen zu finden. Nach dem gleichen Muster wuralech die Daten aus der Bestimmung

der bakteriellen Stoffwechselprodukte (Laktat, Anmioion, flichtige Fetts&uren) bearbeitet.

Bei der Bestimmung der Persistenz des probiotis€hdéaeciumNCIMB 10415 im gastroin-
testinalen Trakt der Ferkel der Probiotikumgruppeden die erworbenen Daten wie oben
beschrieben mit der Angabe des Medianwerts zusagefesst. Da in der Graphik die Zell-
zahlen in allen drei untersuchten Lokalisationergéstellt werden sollten, wurde auf die
Einfugung der Einzelwerte (Punktwolke) verzichtgdin einen Vergleich der probiotischen
Zellzahlen zwischen den untersuchten Lokalisatianeermitteln, wurde der Wilcoxon-Test
fur Paarunterschiede verwendet. Es wurden dabeie/éeis dem Magen urlgjunum(Paar
a), Magen undColon (Paarb) undJejunumund Colon (Paarc) verglichen. War der Wert flr
die Signifikanz kleiner oder gleich 0,05, wurde Einterschied als signifikant bewertet.

Bei der Bearbeitung der DGGE-Ergebnisse wurdenrbdés densitometrischen Analyse des
Gels verwendet (s. S. 56ff.). Fur jedes Tier wurdenAnzahl der Banden pro Spur (Probe),
das Volumen der einzelnen Banden sowie der proaknfnteil des Volumens jedes einzel-
nen Bandes am Gesamtvolumen aller detektierten @amdder Spur ermittelt. Danach er-
folgte die Berechnung deRichness-, Evenness-, Shannand SimsonrDiversitatsindizes.
Die erworbenen Daten wurden anschlieBend zum Medliammengefasst und graphisch
und tabellarisch analog zu den Ergebnissen derRes PCR und der Bestimmung bakte-
rieller Metabolite dargestellt.

Um Ubereinstimmungen in der Artenvielfalt festzllste, wurde der von dem Auswertungs-
programm Phoretix 1D automatisch errechnete Ahkdithindex ,Sorensen-Quotient* ver-
wendet. Da der Sdrensen-Quotient fur alle auf deire@dgetragenen Proben berechnet wird,
lasst sich vergleichen, wie ahnlich die bakterrel&emeinschaften bei Versuchstieren inner-
halb einer Versuchsgruppe (Kontroll- bzw. Probiotiigruppe) sowie bei Tieren aus den
beiden verschiedenen Gruppen sind. Die Sortier@mgAdinlichkeitsindizes wurde Uber die
Herstellung einer Matrix erreicht. Die Werte jedsmnlichkeitsgruppe wurden danach mit
dem Kolmogorov-Smirnov-Test (Signifikanzkorrektuaah Lilliefors) auf Normalverteilung
Uberpruft. Da sich die Werte nicht normal verteithren, wurde der Mann-Whitney-Test
durchgefuhrt. Die graphische Darstellung erfolgittets Boxplots, die durch die 25 %- bzw.
75%- Perzentile begrenzt sind. Die darin enthalssievarze Linie stellt den Median (50%-
Perzentil) dar. Die diinnen Querstriche ober- untgrbalb der Box geben den gréfiten bzw.
kleinsten Wert aus der jeweiligen Stichprobe anndeh keinen Ausreil3er- oder Extremwert

darstellt.
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3. ERGEBNISSE

3.1 Analytische Charakteristika der Real-Time PCR-Asays

3.1.1 Zusammensetzung der Kalibrier-Proben

Die Bestimmung der Sensitivitat der Real-Time P@&Rubte auf dem Nachweis der Milch-
saurebakterien im Quantifizierungsstandard (od.bar-Proben, s. S. 40ff.). Tabelle 16

zeigt die Zusammensetzung der Standardproben.

Tab. 16: Zusammensetzung der Standard-Proben

Inokulierte Bakterien Anzahl der Inokulierte Zellzahl/g
Stamme Faeces
Lactobacillus spp. 31 1,26x18
Streptococcus spp 10 4,07x18
Enterococcus spp. 6 2,44x18
Bifidobacterium spp. 5 2,03x168
E.coli 4 1,63x16
Weissella spp 2 8,14x10
Acetomicrobium faecale 1 4,07x16
Insgesamt* 59 2.4xP0

* Acetomicrobium faecalBSM 20678 Bifidobacterium adolescent3SM 2008,B. bifidumDSM 20456 B.
longumDSM 20219 B. suisDSM 20211 B. thermophilunDSM 20210Q Escherichia colDSM 284Q E. coli
PS37, E. coliPS79,E. coliPS9Q Enterococcus cecorudSM 20682 E. durandDSM 20633 E. faecalisDSM
1359], E. faecium (CylactinNCIMB 10415 E. hiraeDSM 20160,E. villorum DSM 15688 Lactobacillus
acetotoleransDSM 20749 L. acidophilusDSM 20079 L. alimentariusDSM 20249 L. amylovorusDSM
20531 L. animalisDSM 20602 L. bifermentan®SM 20003 L. bifidusDSM 2010Q L. brevisDSM 20054 L.
delbrueckii s. bulgaricuSM 20081 L. caseiDSM 20011 L. crispatusDSM 20584 L. delbrueckiiDSM
20711 L. farciminisDSM 20184 L. fermentunDSM 20052 L. gallinarumDSM 10532 L. gasseriiDSM
20243 L. jenseniDSM 20557 L. johnsoniiDSM 10533 L. mucosa®SM 13345 L. murinusDSM 20452 L.
panisDSM 6035 L. paracaseDSM 20020 L. plantarumDSM 20174 L. pontisDSM 8475 L. reuteriDSM
20016 L. rhamnosu®SM 20021 L. sharpeaddSM 20505 L. vaginalisDSM 5837 L. salivarius subsp. Sali-
variusDSM 20555,L. zeaeDSM 20178 Lactococcus lactis subsp. Laci$M 20481 Streptococcus alactoly-
ticus DSM 20728 S. bovisDSM 20480 S. infantisDSM 12492 S. mutanSM 20523 S. porcinusDSM
20725 S. salivariusDSM 20560 S. suisDSM 9682 S. dysgalactiae subsp. Dysgalactia®M 20662 S. hyo-
intestinalisDSM 20770 S. gallolyticudbSM 13808 Weissella confusaSM 20196 W. hellenicaDSM 7378

3.1.2 Uberprufung der Kalibrier-Proben auf koloniebildende Einheiten

Da der Nachweis der bakteriellen Zellen durch dieteRtion der spezifischen DNA-

Fragmente (Real-Time PCR) von vielen Faktoren (zl&n physiologischen Zustand der
Zelle, der Komplexitat der Probenmatrix, den PCRifiitoren u.a.) beeinflusst wird, muss-
ten zunachst die Sensitivitdt der Real-Time PCRsdia der klassischen kulturellen Nach-
weismethode verglichen und dadurch Differenzen sdWdereinstimmungen beider Metho-

den festgestellt werden.

65



ERGEBNISSE

Die Sensitivitat der klassischen Kultivierung wuralehand der Breite des Messbereithes
und der in der Folge ermittelten Linearitat sowee Differenz zwischen der Anzahl der ino-
kulierten Bakterien und der Anzahl der detektieteloniebildenden Einheiten bewertet. Es
stellte sich heraus, dass die urspringliche Komagoh der ausgewahlten bakteriellen Grup-
pen in den untersuchten Kalibrier(Standard)-PrabeBereich von dreiE. coli, Lactobacil-
lus spp) bis vier (alle BakterienEnterococcus sppVerdinnungsstufen errechnet werden
kann. Die Linearitatswerte?) lagen dabei zwischen 0,930 und 0,978.

Da die in dieser Arbeit untersuchten Standard-Rradee vorher definierte Menge Bakterien
enhielten, konnten Differenzen zwischen der Zahlinekulierten und der gewachsenen Ko-
lonien festgestellt werden, die auch als Wiedetfimgbrate dieser Methode betrachtet werden
konnen. Tabelle 17 gibt ein Uberblick tiber die gemenen Ergebnisse.

Tab. 17: Wiederfindungsraten bei der klassischen Kultivigrun

Inokulierte Bakterien Anzahl inokulierter Soll-Wert Ist-Wert Wiederfin-
Zellen pro g Faeces  [KbE/g Fae-  [KbE/g Faeces] dung %]
ces]
Lactobacillus spp. (31 Stamme) 1,26x10 1,26x10 9,64 x16 7,65
Enterococcus spp.(6 Stamme) 2,44 x16 2,44 x16 1,32 x16 53,89
E.coli (4 Stamme) 1,62 x16 1,62 x16 3,48 x16 21,32
Gesamtzellzahl (59 Stamme) 2,40 x16 2,40 x10 1,11 x16 4,70

Die Anzahl der auf selektiven Medien gewachsenelotien war fur alle detektierten bakte-
riellen Gruppen niedriger als die Anzahl der inoduien Bakterien. Die grof3te Differenz
wurde fiir die Gesamtzahl der inokulierten Bakteriegistriert — von 2,40xfGnokulierten
Zellen/g Faeces wurden auf dem BHI-Agar mit 1% Bljit1x16 KbE oder 4,70% der Zel-
len wiedergefunden. Hohe individuelle Wachstumsrasgaben sich fur die Bakteriengat-
tung Enterococcus— 2,44 x16 inokulierte Zellen/g Faeces lieferten 1,32%KbE oder
53,89% auf dem Slanetz&Bartley-Agar. Beictobacilluswurden von 1,26xX0inokulierten
Zellen/g Faeces auf dem LAS-Agar 9,64%XIKbE oder 7,65% wiedergefunden. Von
1,62x16 inokulierten Zellen/g Faeces vdscherichia sppwaren 3,48x10KbE (21,32%)
auf dem DEV-Endo-Agar wachstumsfahig.

3.1.3 Optimierung der PCR-Bedingungen

Die analytische Auflosung der Real-Time PCR wurdg#eu Standard-Amplifikations-

bedingungen (s. S. 47f.) bestimmt und im Weiteoimiert, dass bei maximaler Spezifi-

! Verdiinnungsstufen der Standardreihe, bei deneratiking einzelner Kolonien méglich war.
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tat eine moglichst hohe Sensitivitat (Effizienz denplifikation bzw. Signalbildung) erreicht
wurde. Fur die Primerpaare, bei denen nach demd&td+Protokoll falsch-positive und
falsch-negative Ergebnisse registriert wurden, wardnlagerungstemperatur und Anlage-

rungszeit optimiert.

Die gruppenspezifischen Primer fir Laktobazillenidfokokken, Bifidobakterien sowie die
speziesspezifischen Primer flE. faecium und E. faecalis waren unter Standard-
Amplifikationsbedingungen spezifisch und sensitiv. acidophilus-und L.reuteriPrimer
waren schon bei der Verwendung der Standard-Bedgeyu spezifisch, aber nicht ausrei-
chend sensitiv. Fur diese Primer wurde deshalbAdiagerungszeit auf 60 sec verlangert.
Bei anderen Primern (z.B. flir amylovorus, L. mucosae, E. faecidd@IMB 10415) wurden
Spezifitat und Sensitivitat durch eine Erh6hung Allelagerungstemperatur bei unveranderter
Anlagerungszeit erreicht. Die endgultigen optingarbzw. spezifischen und sensitiven Real-
Time PCR-Bedingungen sind in Tabelle 13 (S. 52)estellt.

3.1.3.1 Spezifitat der Real-Time PCR Assays

Da die verwendeten gruppen- und einige speziedsgmm@ Primer aus bereits publizierten
wissenschatftlichen Beitragen (vgl. Tab. 8, S. 4%riiommen wurden, sei fir genauere An-
gaben zu ihrer Spezifitat auf diese Beitrage vesaie Unter Institutsbedingungen wurde die
Spezifitat dieser Oligonukleotide noch einmal irmblick auf die in Tabelle A3 im Anhang
aufgelisteten Referenzstamme uberprift. Im Ganederien die verwendeten gruppen- und
speziesspezifischen Primer unter optimalen PCRfi®guligen positive Ergebnisse fur die
entsprechenden positiven Referenzstamme und nedagivden negativen Kontrollen (nega-
tive Referenzstamme umbn template contrdl Ein Uberblick tiber die Spezifitat der unter
optimierten PCR-Bedingungen verwendeten grupped-gpeziesspezifischen Oligonukleo-
tide findet sich in Tabelle 18.
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Tab. 18: Spezifitdt der gruppenspezifischen Real-Time PGRa4s fur die Referenzstamme

Ziel-DNA Getestete StAmme
Positive Kontrolle Ergebnis  Negative Kontrolle n Ergebnis
Lactobacillus spp. Lactobacillus spp. positiv.  Lactococcus lactis 1 f/positiv°’
Weissella spp. 2 f/positiv
Enterococcus spp. 6 negativ
Bifidobacterium spp. 5 negativ
Streptococcus spp. 10 negativ
E.coli 4 negativ
Enterococcus spp. Enterococcus spp. positiv  Lactobacillus spp. 31 negativ
Bifidobacterium spp. 5 negativ
Streptococcus spp. 10 negativ
E.coli 4 negativ
Escherichia spp. E.coli positiv.  Enterococcus spp. 10 negativ
Lactobacillus spp. 6 negativ
Bifidobacterium spp. 5 negativ
Streptococcus spp. 2 negativ
Bifidobacterium  Bifidobacterium spp. positiv  Enterococcus spp. 6 negativ
spp. Lactobacillus spp. 31 negativ
Streptococcus spp. 2 negativ
E.coli 4 negativ
L. acidophilus L. acidophilus positiv  Lactobacillus spp. 30 negativ
Enterococcus spp. 6 negativ
Bifidobacterium spp. 5 negativ
Streptococcus spp. 10 negativ
L. amylovorus L. amylovorus positiv  Lactobacillus spp. 30 negativ
Weissella spp. 2 negativ
Lactococcus lactis 1 negativ
Enterococcus spp. 6 negativ
Bifidobacterium spp. 5 negativ
L. johnsonii L. johnsonii positiv  Lactobacillus spp. 30 negativ
Weissella spp. 2 negativ
Lactococcus lactis 1 negativ
Enterococcus spp. 6 negativ
Bifidobacterium spp. 5 negativ
L. mucosae L. mucosae positiv  Lactobacillus spp. 30 1 f/positivf
Weissella spp. 2 negativ
Lactococcus lactis 1 negativ
Enterococcus spp. 6 negativ
Bifidobacterium spp. 5 negativ
L. reuteri L. reuteri positiv  Lactobacillus spp. 30 negativ
Weissella spp. 2 negativ
Lactococcus lactis 1 negativ
Enterococcus spp. 6 negativ
Bifidobacterium spp. 5 negativ

a -Anzahl der getesteten Stamme; b - falsch-positrgelgnisse; c k. panis
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3.1.3.2 Sensitivitat der Real-Time PCR Assays

Gruppenspezifische Real-Time PCR Assays

Die analytische Sensitivitat der einzelnen grupperd speziesspezifischen Real-Time PCRs
wurde anhand von Fluoreszenzdaten der Standarcé®(@uantifizierungsstandard) bewer-
tet. Da die verwendeten Standard-Proben eine detibe vom Tier simulierten, konnte
durch gewonnene Fluoreszenzdaten (Ct-WeRfe,die Prazision der Quantifizierung bzw.
der Einfluss von Probenmatrix und PCR-Inhibitorenbrtet werden. Die Ergebnisse sind in

den Tabellen 19 und 20 zusammengefasst.

Tab. 19: Sensitivitatsparameter der gruppenspezifischen-Rea PCRs fur die Standard-Proben

Anzahl inokulier- Ct-Werte (Mittelwert+Standardabweichung)
ten Zellen/g Faeces ™ a|e Bakt. Lactob. spp.  Entoroc. spp.  Escher. spp. Bifid. spp
(n=4yf (n=4) (n=4) (n=4) (n=4)
103@/10°® 18,07 (2,96 11,14 (+0,7C 15,16 (+0,55 22,44 (¥+1,64 21,30 (+0,67
10710 19,56 (¥1,95) 13,00 (+0,24) 17,87 (+0,55) 25,54 (+2,97) 25,78 (+0,67)
10°/10° 25,28 (+2,54) 17,32 (+0,38) 22,06 (+0,75) 29,64 (+2,71) 29,44 (+1,18)
10°/10° 29,78 (#3,59) 20,70 (¥0,19) 25,67 (+0,58) 33,93 (+1,98) 35,10 (+1,09)
10710° 32,73 (+1,55) 24,95 (+0,63) 29,81 (+0,86) 38,18 (+0,06) 38,43 (+0,00)
10°/10* 36,65 (+1,58) 28,45 (+0,43) 33,24 (+0,78) - -
107/10° ; - - ] )

Detektionsystel TagMar SYBRGreel SYBRGreel TagMar SYBRGreel
R? (Rsq 0,965 (+0,05 0,989 (+0,005 0,995 (+0,00z 0,980 (0,01 0,982 (+0,02

a - Ausgangskonzentration der Enterokokken, Bifadderien unde.coli; b -Ausgangskonzentration der Lakto-
bazillen sowie Konzentration der gesamten Bakte(fén genaue Angaben zu Konzentrationen jeder Gxupp
vgl. Tab. 16); ¢ Anzahl der durchgefiihrten PCRs (Wiederholungenr)Ahplifikationseffizienz und RWerte
wurden fur jede Reaktion nach den mathematischgorshmen des Mx-Pro-Programms automatisch erréchne

Mit Hilfe der gruppenspezifischen PCRs konnten ausihlte bakterielle Gruppen im Be-
reich von 168-10° (Lactobacillus sppund alle Bakterien), von $0° (Enterococcus spp)
und 1d-10® Zellen/g FecesHjfidobacterium spp, Escherichia Spguantifiziert werden. Da-
bei lagen die Messbereiche fur die Gesamtzahl d&tdBien, furLactobacillus sppund En-
terococcus sppeine Zehnerpotenz niedriger als jene Be#idobacterium sppund Escheri-
chia spp Fiir die Kalibrier-Proben mit 2@.0® inokulierten Zellen/g Faeces wurden keine

positiven Fluoreszenzsignale gemessen.

Durch die Homogenitat der registrierten Ct-Wertel ifre hohe LinearitatRP-Werte von
0,965+0,05 bis 0,995+0,002) konnte eine prazisen@iiderung der ausgewahlten bakteriel-

len Gruppen erreicht werden.
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Tab. 20: Sensitivitat der speziesspezifischen Real-Time PCRs fir die StandhehPr

Standard Proben /
Anzahl inokulier-

Ct-Werte (MittelwerttStandardabweichung)

ten Zellen L.acidophilus  L.amylovorus L.johnsonii L.mucosae L.reuteri m.ﬁmmm_mmzo__/\_w E.faecalis E.faecium
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4)
4,07xa( 17,05 (#0,22) 14,54 (x0,35) 16,21 (¢0,84) 14,98 (+0,45) 22,56 (¥1,12) 14,02 (+1,10) 21,39 (x0,20) 15,40(x0,79)
4,07x16 19,43 (¥0,30) 17,22 (x0,23) 18,72 (+0,92) 17,59 (+0,35) 26,25 (+3,35) 16,12(+ 0,24) 24,57 (¥2,32) 18,12(+0,42)
4,07x16 24,18 (+0,61) 21,13 (x0,32) 23,46 (+0,05) 21,49 (+0,45) 30,27 (+0,81) 19,78(+0,53) 29,63 (#2,409 22,00(x0,37)
4,07x10 27,22 (#0,22) 24,89 (+0,27) 26,53 (+1,71) 25,18 (+0,32) 33,55 (+0,30) 23,38(%0,31) 34,52 (2,409 25,89(x0,32)
4,07x16 30,52 (x0,87) 29,09 (+0,55) 31,64 (¥0,14) 28,06 (x0,71) 35,56 (+2,25) 28,51(+1,09) 38,24 (+1,66) 31,45(x1,72)
4,07x16 - 32,16 (0,26) - 31,87 (¥1,10)  383+0,71) 31,40(+0,84) - 32,99(0,28)
4,07x10 - - - ; ; - ] ]
Detektionsystel SYBRGreel  SYBRGreel SYBRGreel SYBRGreel TagMar SYBRGreen SYBRGreen SYBRGreen
R* (Rsq 0,99(0,00) 0,99 (0,00) 0,97 (+0,04) 1,00 (+0,00) 0,97 (+0,01) 0,98(0,01) 0,98 (x0,01)  0,99(x0,01Y)

a - Anzahl der durchgefiihrten PCRs (Wiederholungen)
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Speziesspezifische Real-Time PCR Assays

Einzelne bakterielle Spezies konnten in den StahBapben mittels speziesspezifischer
PCRs im Bereich von £a1.0" (L. amylovorus, L. mucosae, L.reutgipbiotischelE.faecium
NCIMB 10415,E. faecali$ und 16-10" (L. acidophilus, L. johnsonii, E. faecijriellen/g
Faeces quantifiziert werden. Mit 1Bellen/g Faeces inokulierte Proben lieferten kegiositi-

ven Fluoreszenzsignale.

Aufgrund der Homogenitat der Ct-Werte und der gesmesn Linearitat RB-Werte von
0,965+0,05 bis 0,995+0,002) konnten die entspreddeispeziesspezifischen PCR-Assays als

sensitiv und prazise bezeichnet werden.

3.1.4 Vergleich von Real-Time PCR und klassischerwtivierung

Um den Grad der Ubereinstimmung beider Methodeerrmitteln, wurde fiir den in beiden
Ansétzen abgedeckten Messbereich ein Korrelati@fikint (%) berechnet. Dabei wurde
ein starker positiver linearer Zusammenhang zwisater Anzahl der auf selektiven Agar-
Medien gewachsenen Kolonien und der Anzahl der ifimptten DNA-Fragmente ermittelt.

Fur die detektiertehactobacillus sppund Enterococcus sppvurde eine Ubereinstimmung
beider Methoden auf dem Niveau von 0,966 bzw.0(@%8Vert) registriert. Kleinere Werte -
0,807 und 0,583 - ergaben sich bei der Detektianggeamten Bakterien urtescherichia

Spp

3.1.5 Zusammenfassung zur Optimierung der Real-TIm@CR Assays

* Die Real-Time PCR weist im Vergleich zur Kultiviexy eine bessere Sensitivitat
und eine hohere Spezifitdt auf. Die Anzahl der d@im@rten DNA-Fragmente in
den Kalibirier-Proben korreliert in den meisten &gs stark positiv mit der Anzahl
der koloniebildenden Einheiterf (=0,583-0,966):

* Individuelle Spezies werden in den Standard-Prabittels Real-Time PCR préazi-
ser quantifiziert als die einzelnen Gruppen. Von 8 BRGreen-Assays geliefer-
te Werte waren homogener als solche aus TagManyéssa
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3.2 Quantifizierung des probiotischerk. faeciumNCIMB 10415 im Magen-Darm-Trakt

der Ferkel

Die Kolonisierung des GIT der Versuchsferkel mitmderobiotischerE. faeciumNCIMB
10415 wurde anhand des Nachweises seiner speeffifelasmidesequenz (Real-Time PCR)
im Magen-, distaledejunum-und Colon acdendenkihalt untersucht. Die Ergebnisse sind
graphisch in Abbildung 2 dargestellt. Bei der Beweg der Ergebnisse wurden sowohl
raumliche Differenzen in der Kolonisierung einzelAdschnitte des GIT als auch zeitabhan-
gige Unterschiede der Kolonisierung der GIT-Absttkerbertcksichtigt.

Hinsichtlich der zeitlichen Entwicklung konnte fgsstellt werden, dass die maximale Kolo-
nisierung des GIT der Ferkel duréh faeciumNCIMB 10415 in der Saugperiode (7., 14.
Tag) erreicht wurde, und in der Folge eine Abnalzmeerzeichnen wapb. 2A). So folgte
nach der Gabe des Erganzungsfutters (Prastartem.agd eine drastische Abnahme der pro-
biotischen Zellzahl. Nach dem Absetzen bzw. naah dibergang zum Starter-Futter (31.,
35., 56. Tag), lag die Zellzahl hoher als am 28y, Tim Ganzen aber niedriger als in der
Saugperiode.

Betrachtet man die prozentualen Anteile ErfaeciumNCIMB 10415 an der gesamten eu-
bakteriellen PopulationApb. 2C), stellt man fest, dass diese Warte Magen undlejunum
nach dem Absetzen hoher ausfielen als in der Saiogee ImColon hingegen waren die re-
lativen Anteile des probiotischen Bakteriums in 8augperiode hdher als nach dem Abset-
zen. Mit Blick auf die prozentualen Anteile vén faecium NCIMB 10418n der gesamten
Enterokokken-Population konnte keine Veranderungy idlie Zeit festgestellt werdeAlib.
2B).

Bezuglich der quantitativen Unterschiede in derddadierung einzelner Lokalisationen —
Magen vs.Jejunum Magen vsColon und Colon vs. Jejunum- sind folgende Anmerkungen

zu machen (vgl. auch die Angaberiliab. A10):

(i) Wahrend der maximalen Kolonisierung des GIT deké&lemit dem Probiotikum (7., 14.
Tag) war daslejunumam geringsten besiedelt, gefolgt von Magen Quadbn (p=0,04;
0,06). Die gleiche Reihenfolge ergibt sich auchdié Unterschiede der prozentualen An-
teile vonE. faeciumNCIMB 10415 an der jeweiligen gesamten eubaktendPopulation:
Hohere Prozentanteile als in Magen ulglunumwurden imColon gemessenpE0,04;
0,08), und im Magen lagen sie wiederum hoher al3dunum(p=0,06).

Die Unterschiede zwischen den gemessenen absdlgete (Log Zellzahl/g Inhalt) la-

gen im Bereich von einer (Magéejununm bis zu zwei log10-Einheiten (Magé®nlon,
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Jejunum-Coloh Die Unterschiede der Anteile (im Bereich vonGR@ bis 7,55%) des
probiotischerk. faeciuman der Enterokokken-Population in den untersuchitglen des
GIT waren fur die Saugperiode nicht signifikanteinterschiede der Anteile vén fae-
cium an der gesamten eubakteriellen Population zwiscleeneinzelnen Lokalisationen
erwiesen sich nur im Vergleich von Magen uegunumals signifikant.

A) B)
7,0
c c
12,061
E 6,007
i —_
= X
k5 =
o 500 T 8,001
N c
9 <
g 4,00 g
= I
g T 4,001
2 3,06
2,0 1 1 1 I I I 0,06 1 1 1 1 I I
7 14 28 31 35 56 7 14 28 31 35 56
Alter [Tage] Alter [Tage]
C)
a b ab,.c byec bc
—*— Magen
- % Jejunum
—=2 __ Colon
S 0,001
%
€
<
2
= 0,000H4
T
04
0,0000%

7 14 28 31 35 56
Alter [Tage]

Abb. 2: Quantifizierung des probiotisch&n faeciunNCIMB 10415 im Magen, distalefejunum
undColon ascendengon Ferkeln der Probiotikum-Gruppe

(Medianwerte; A - absolute Zellzahl vonE. faecium NCIMB 104150 g Darminhalt
(Feuchtmasse)B - prozentualer Anteil an der gesamten Enterokokkepulation; C -
prozentualer Anteil an der gesamten eubakteriel@® rDNA-Populationa,b,c - Signifikanzen

(0,01< p < 0,05) fur Paarunterschiede nach Wilcoxon-Test: Magen-Jejunumb - Magen-Colon;c -
Jejunum-Colo
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(i) Nach der Einfiihrung des Prastarter-Futters, demrd#mg zum Starter-Futter und dem
Absetzen anderte sich das Ausmal} der KolonisiedesdsIT mit Blick auf die absoluten
Zellzahlen nur quantitativ: Magen udéjunumwiesen, wie in der Saugperiode, eine ge-
ringere Kolonisierung auf als das Colon (p=0,04).Mergleich zur Saugperiode wurden
absolute Zellzahlen auf niedrigerem Niveau (vor03& 4,58 Lg Zellzahl/ g Inhalt) so-
wie kleinere Differenzen (innerhalb einer Zehneepal) beobachtet.

Mit Blick auf die relativen Zellzahlen des probgthenE. faeciumNCIMB 10415 wur-
den allerdings im Vergleich zur Saugperiode Untaeste beobachtet: Die prozentualen
Anteile an der gesamten eubakteriellen Populatiarewim Magen undejunumsignifi-
kant hoher als inColon (p=0,04). Hinsichtlich der Anteile des Probiotikunrs @er Ente-
rokokken-Population konnten kaum signifikante Ustarede ermittelt werden. Der An-
teil an der gesamten eubakteriellen Population gixgevies zwischen den untersuchten
Lokalisationen sowohl am 31. und 35. Tag als auntbé. Tag signifikante Differenzen
auf(Tab. A10).
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3.3 Einfluss des probiotischeri. faeciumNCIMB 10415 auf die mikrobielle Besiedlung

des Magens der Ferkel

3.3.1 Gesamte eubakterielle Zellzahlen

Quantitativ wurde die mikrobielle Besiedlung desgdias anhand der gesamten extrahierten
bakteriellen DNA und der eubakteriellen 16S rDNAvketet.

Es wurde festgestellt, dass der Gehalt der exttani®©NA in der Probiotikum-Gruppe wah-

rend der gesamten Beobachtungsperiode vom 7. bisbpu Tag abnahm. Dabei wurde in der
Saugperiode bei den Probiotikum-Tieren mehr DNAahkert als nach dem Absetzen, in der
Kontrollgruppe hingegen wurden keine starken Abtvengen der Werte zu verschiedenen

Untersuchungszeitpunkten beobachtdil{. 3A).

Betrachtet man die futterungsabhangigen Untersehisal stellt man fest, dass am 7., 14. und
31. Tag aus dem Magen-Inhalt der Probiotikum-Tjeveeils mehr DNA extrahiert wurde als
in der Kontrollgruppe. Die Unterschiede zwischerdee Futterungsgruppen waren aber sta-
tistisch nicht signifikantTab. A11im Anhang).

Die maximale Besiedlung des Magens durch Eubaktesierde in beiden Gruppen in der
Saugperiode erreicht. In der Folge ergab sich timigch der eubakteriellen Zellzahlen eine
Abnahme. In der Probiotikumgruppe wurde mit der &dbs Préastarters (14 vs. 28 Tag) ein
drastischer Ruckgang verzeichnet. In der Kontroppge dagegen wurde dieser Ruckgang
nach dem Absetzen und dem Ubergang zum StartezrR@R. vs. 31. Tag) beobachtabp.
3B).

Sowohl in der Saugperiode (7., 14. Tag) als aucin mem Absetzen (31., 35., 56. Tag) lag
die Anzahl der eubakteriellen 16S rDNA in den usiiehten DNA-Extrakten in der Probioti-

kum-Gruppe hoher als bei den Kontrolltieren. Stistth signifikant waren die Unterschiede
zwischen beiden Gruppen allerdings nur am 56. Tef,04). Nach der Gabe des Ergan-
zungsfutters (Prastarter, 28. Tag) hatten die Btidoim-Tiere signifikant niedrigere Werte

als die Kontrollferkel (p=0,05)T@@b. A11im Anhang).
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Abb. 3: Gehalt A) der extrahierten DNA undB] der eubakteriellen 16S rDNA im Magen der
Versuchsferkel

(Mediane und einzelne Wertg-Signifikanzen nach Mann-Whitney-Tept:<0,1; p** <0,05)
3.3.2 Diversitat der gesamten bakteriellen 16S rDNAopulation

Die Diversitat der eubakteriellen Population im Magvurde anhand von durch DGGE er-
worbenen Daten und unter Bericksichtigung des $peichtumsRichnesy der Gleichver-
teilung der einzelnen bakteriellen Zellen innerhatim Populationen eines Speziés/én-
nes$, der Gleichverteilung individueller Spezies innethaller gesamten bakteriellen
Population $hannon-Indexysowie der Dominanzverhéltnisse der verschiedermzi8s in
der GesamtpopulatiorS{mpson-Indéxbewertet. Einer héheren Diversitdt und Homogenita
der bakteriellen Population entsprachen dabei hgerte vonRichness, Evennesnd
Shannon-Indesowie niedrigere beir8impson-Index

Unter Berucksichtigung aller errechneter 6kologestindizes war die bakterielle Besiedlung
des Magens der Probiotikum-Tiere in der Saugperobiessungen am 7. und 14. Tag — und
nach dem Absetzen — am 31., 35. und 56. Tag —s#veind homogener als die der Kontroll-
gruppe. Die ermittelten Unterschiede waren allegglimit Ausnahme defvennesgam 14.
Tag, p=0,05), desShannon-IndeXam 14. Tagp=0,05) undSimpson-IndeXam 35. Tag,
p=0,03) statistisch nicht signifikanAbb. 4A, B, C, D).

Die Ergdnzung der Milchdiat um Prastarter (28. Tiégyte zu drastischen Veranderungen in
der Zusammensetzung der eubakteriellen Besiedlnngder Probiotikum-Gruppe — danach
waren sowohl der Speziesreichtum als auch die etispnden Homogenitatsparameter in

der Kontrollgruppe groRRer als in der Probiotikum#@re. Signifikant unterschiedlich waren
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dabei die Werte fliEvennes$p=0,01) und dersimpson-Indexp=0,03) @Abb. 4B, D). Tabel-
larisch sind alle errechneten Diversitats-Indizesab. A12 im Anhang zusammengefasst.
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7 14 28 31 35 56 7 14 28 31 35 56
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—=— Kontrollgruppe - -~ - Probiotikum-Gruppe
Abb. 4: Diversitat der bakteriellen 16S rDNA-PopulationenMagen der Versuchsferkel

(Mediane und einzelne WertA: Artenreichtum odRichnessB — EvennessC — Shannon-Index
D — Simpson-Index - Signifikanzen nach Mann-Whitney-Tept:<0,1; p** <0,05)

3.3.3 Ahnlichkeit der gesamten bakteriellen 16S rDN-Population

Die Ahnlichkeit der 16S rDNA-Profile wurde anhandrdAnzahl der gemeinsamen Spezies
(Sorensen-Quotientbewertet. Es wurden Ubereinstimmungen der bakten Besiedlung
sowohl zwischen den einzelnen Tieren innerhalbrehigterungsgruppe (Probiotikum bzw.
Kontrolle) als auch zwischen den Tieren aus veestgnen Fltterungsgruppen (Probiotikum
vs. Kontrolle) ermittelt. Es wurde festgestelltsdalie Magen-Mikrobiota der einzelnen Tiere
in der Probiotikum-Gruppe am 7., 14., 28. und 35.,und 56. Tag signifikant ahnlicher als
in der Kontrollgruppe@=0,001-0,10) warAbb. 5A). Dabei waren die 16S rDNA-Profile im
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Magen der einzelnen Probiotikum-Tiere (innerhakeeeiGruppe) in der Saugperiode ahnli-
cher als nach dem Absetzen. Die Ahnlichkeit der ABSA-Profile zwischen beiden Grup-
pen war in der Saugperiode geringer und nahm mit Aier zu, am unterschiedlichsten wa-
ren dabei die beiden Fitterungsgruppen am 28. Abb.(5B). Eine tabellarische Ubersicht
Uber die errechneten Sérensen-Werte findet sidlaim A13im Anhang.

A) B)
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3 0y
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Alter [Tage] Alter [Tage]

Abb. 5: Sérensen-Ahnlichkeitswerte der bakteriellen 16S AEPbpulationen im Magen der Ver-
suchsferkel, innerhaltA) und zwischenE) den Fltterungsgruppen

(A: dunkle Boxplots — Probiotikum-Gruppe, helle Baxpl — Kontrollgruppe, p-Signifikanzen
nach Mann-Whitney-Test: g9,1; p***<0,005;B: a — signifikante Unterschiede gemessen ge-

genuber der Probiotikum-Gruppe, b - signifikantetdsschiede gemessen gegenuliber der Kon-
trollgruppe,o - Ausreil3erwerte)

3.3.4 Quantitat der dominanten bakteriellen Gruppen

Um den Einfluss des probiotisch&n faeciumNCIMB 10415 auf die Kolonisierung des Ma-
gens durch einzelne bakterielle Populationen zaraathen, wurdebactobacillus spp.En-
terococcus sppBifidobacterium sppund Escherichia sppm Magen-Inhalt der Versuchstie-
re mittels gruppenspezifischer Primer quantifiziBie Ergebnisse sind in den Abbildungen 6

und 7 graphisch aufbereitet.und im Anhang tabsltérzusammengefag3tab. A14, A15)

Die Ergebnisse der Quantifizierung dexctobacillus spp.Enterococcus sppBifidobacteri-
um spp.und Escherichia sppzeigen, unabhangig von der Fitterungsvariante @&mliche
zeitliche Entwicklung wie die Ergebnisse der DGGlEe maximale Kolonisierung wurde in
beiden Gruppen in der Saugperiode erreicht, wahdendveitere Entwicklung der bakteriel-
len Populationen durch eine Abnahme der AnzahBaédtterien und einen gleichzeitigen An-

stieg ihrer relativen Anteile an der gesamten etdvatlen Population charakterisiert ist.
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Lactobacillus spp.

Die Magen der Probiotikum-Tiere wurden am 7., B4.,und 56. Tag im Vergleich zur Kon-

trollgruppe stéarker mitactobacillus sppbesiedelt Abb. 6-1A). Gemessen an den prozentua-

len

Anteilen an der gesamten eubakteriellen Popualatar dieLactobacillus sppPopulation

der Probiotikum-Gruppe am 14., 31. und 56. ebenfgibRer als die der Kontrollgruppe
(Abb. 6-1B). Anhand der statistischen Signifikanz sind Undbisde zwischen den beiden
Gruppen als nicht signifikant zu bezeichnen (Ausmal28. Tag 9,07 vs. 10,04 Lg Zellzahl/g

Feuchtmassg=0,05).
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Abb. 6: Populationen vohactobacillus spp(1) undEnterococcus spf2) im Magen der
Versuchsferkel

(Mediane und einzelne Werte; ReiAe- Zellzahl/g Inhalt (Feuchtmasse); ReiBe- prozentuale
Anteile der bakteriellen Gruppe an der gesamteraldebellen Populatiorp-Signifikanzen nach
Mann-Whitney-Testp*<0,1; p** <0,05; p*** <0,005)
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Enterococcus spp.

Die Dynamik der Enterokokken-Population im Magem ¥ersuchstiere wies wahrend der
gesamten Beobachtungsperiode eine Abnahme deugdrsdellzahl und einen Anstieg ihrer
prozentualen Anteile an der gesamten eubakteri€ltgrulation auf. Dabei waren die absolu-
ten Zellzahlen signifikant und die prozentualen eNet vonEnterococcus sppn der Probio-
tikum-Gruppe an allen Beobachtungstagen aul3er d&nT&y tendenziell hbher als jene in
der Kontrolle Abb. 6-2A, B).

Escherichia spp.

Quantitativ wurden anhand der absoluten Zellzakkgne statistisch signifikanten gruppen-
abhangigen Unterschiede ermittelt, die Werte debiBtikum-Gruppe waren aber ab dem 14.
Tag niedriger als in der KontrollAbb. 7-1A). Die prozentualen Anteile voBscherichia
spp.an der gesamten eubakteriellen Population im MalperProbiotikum-Tiere waren ins-
gesamt geringer als bei den Kontrollferkeln. Am @ad 35. Tag waren diese Werte in der
Probiotikum-Gruppe allerdings tendenziell héherialger Kontrolle §=0,11). In der Saug-
periode, am 7. Tag, waren sowohl absolute wie ivelatVerte in der Probiotikum-Gruppe
hoher als in der Kontrollgrupgébb. 7-1B).

Bifidobacterium spp.

Die Kolonisierung des Magens duréifidobacterium sppwurde nur fur die Saugperiode
ermittelt. Die Untersuchung der DNA-Extrakte vom,335. und 56. Tag ergab keine Werte
und wurden deshalb nicht in die Analyse miteinberog-ir die gemessenen Daten konnten
allerdings keine statistischen Unterschiede festtjesverden; die absolute Zellzahl war aber
in der Probiotikum-Gruppe am 7. und 14. Tag homer am 28. Tag niedriger als in der Kon-
trolle (Abb. 7-2A). Der prozentuale Anteil voBifidobacterium sppan der gesamten 16S
rDNA-Population war in der Probiotikum-Gruppe am L#d 28. Tag hoher als in der Kon-
trollgruppe Abb. 7-2B).
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Abb. 7: Populationen voischerichia spp(l) undBifidobacterium spp(2) im Magen der
Versuchsferkel

(Mediane und einzelne Werte; Reihe- Zellzahl/g Inhalt (Feuchtmasse); ReiBe- prozentuale
Anteile der bakteriellen Gruppe an der gesamtemldehiellen Populatiorp-Signifikanzen nach
Mann-Whitney-Testp*<0,1; p** <0,05; p*** <0,005)

3.3.5 Quantitat der einzelnen Stamme

Um den moéglichen Einfluss des probiotischenfaeciumNCIMB 10414 auf einzelne Stam-

me zu untersuchen, wurden sowohl die phylogenetiastiverwandte. faeciumundE. fae-

calis als auch im Ferkel dominante Laktobazillen-Stanguantifiziert. Hinsichtlich der zeit-

lichen Entwicklung der Populationen einzelner Spgeantsprachen die ermittelten Daten den

Ergebnissen der DGGE und der Quantifizierung dkteollen Gruppen: Die maximale Ko-

lonisierung des Magens mit einzelnen Stammen wurdier Saugperiode registriert (7., 14.
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Tag, alle getesteten Stamme) und nahm im Weit&®n 85. und 56. Tag) tendenziell ab; die
prozentualen Anteile (bzw. die Aktivitat) stiegefit zunehmendem Alter filt. johnsonii, L.

mucosaeindL. reuterian.

L. acidophilus

Der Nachweis der spezifischen 16S rDNA-SequenzlLvatidophilusergab keine statistisch
signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Mdrsgruppen. Insgesamt waren nur we-
nige Proben (in der Probiotikum- wie in der Konlgalippe)L. acidophiluspositiv. Rein nu-
merisch waren die Zellzahl vdn acidophilussowie der relative Anteil an der gesamten Lak-
tobazillen-Population in der Probiotikum-Gruppe @m 14. und 56. Tag hoéher als in der
Kontrolle (Tab. A16im Anhang).

L. amylovorus/L.sobrius

Die Quantifizierung vorlL. amylovoruszeigte, dass am 7. und 56. Tag Hieamylovorus
Population im Magen der Probiotikum-Tiere groRer & in der Kontrollgruppe. Am 28.,
31. und 35. Tag dagegen waren die entsprechendete Weler Probiotikum-Gruppe niedri-
ger als in der Kontrolle. Die Unterschiede zwisclkden Werten sind aber nur als numerisch
oder tendenziell zu bezeichnefbp. 8-1A). Bezlglich der relativen Werte van amylovo-
rus (prozentuale Anteile an der gesamten LaktobazMepulation) waren ebenso keine sta-
tistisch signifikanten Unterschiede zwischen bei8étterungsgruppen zu konstatieren. Rein
numerisch waren dabei diese Werte im Magen deridtkbm-Ferkel kleiner als bei den
Kontrolltieren. Die Messwerte lagen im Bereich \@A8% bis 16,05%Abb. 8-1B und Tab.
Al16 im Anhang).

L. johnsonii

Die Besiedlung des Magens nhit johnsoniiwar in der Saugperiode (7., 14. Tag) wie auch
nach dem Absetzen (31., 35., 56. Tag) in der Ptisbim-Gruppe hoher als in der Kontrolle.
Statistisch signifikante Abweichungen konnten féndl4. und 56. Tag festgestellt werden
(p=0,05; p=0,02) @bb. 8-2A). Dabei waren auch die prozentualen Anteile zomohnsonii

an der gesamten Laktobazillen-Population bei deiBtikum-Ferkeln signifikant hoher als
bei den Kontrolltieren (14. Tage0,05, 28. Tag=0,03) Abb. 8-2B). Tabellarisch sind dik.

johnsonitWerte inTabelle A16im Anhang dargestellit.
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Abb. 8: Populationen voh. amylovorug1) undL. johnsonii(2) im Magen der Versuchsferkel
(Mediane und einzelne Werte; ReiAe- Zellzahl/g Inhalt (FM); Reih® — prozentuale Anteile
der bakteriellen Gruppe an der gesamten Laktoleazilopulationp-Signifikanzen nach Mann-
Whitney-Testp*<0,1; p** <0,05;)
L. mucosae

Der Nachweis vorL. mucosaezeigte, dass die Magen der Kontrolltiere insgesaeir als
jene der Probiotikum-Ferkel von dieser Speziesrkslert wurden. Wie im Fall voh. aci-
dophiluswaren aber in beiden Gruppen nur wenige Prdhemucosagositiv. Die Unter-
schiede zwischen beiden Gruppen waren — mit Ausealtes 28. Tag (Probioti-
kum/Kontrolle: 5,99 vs. 6,97 Lg Zellzahl/g Feuchsse;p=0,10) — nicht signifikantAbb. 9-

1A und Tab. A17 Anhang). Rein numerisch waren die relativen AsteibnL. mucosaean
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der gesamten Laktobazillen-Population in der Prghion-Gruppe am 28. und 31. Tag hoher
als in der KontrolleAbb. 9-1B).

L. reuteri

Die Population vorL. reuteriim Magen der Probiotikum-Ferkel lag am 14., 31d am 56.
Tag hoher als in der Kontrolle. Als signifikant é@gen sich die Unterschiede allerdings nur
am 56. Tag=0,05) @bb. 9-2A undTab. A17 im Anhang). Die prozentualen Anteile van
reuterian der gesamten Laktobazillen-Population in deb®tixum-Gruppe lagen analog zu
L. mucosaem 28. und 31. Tag rein numerisch héher und at47 und 35. Tag niedriger als
in der KontrollgruppeAbb. 9-2B).
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Abb. 9: Populationen voh. mucosadl) undL. reuteri(2) im Magen der Versuchsferkel

(Mediane und einzelne Werte; ReiAe- Zellzahl/g Inhalt (Feuchtmasse); ReiBe- prozentuale
Anteile der Spezies an der gesamten LaktobazilgnRtion; p-Signifikanzen nach Mann-
Whitney-Testp*<0,1; p** <0,05)
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E. faecium

Die Population vork. faeciumim Magen der Probiotikum-Ferkel war insgesamt rmabher
als die der Kontrolltiere. Dabei waren Proben dexbiotikum-Gruppe haufigeE. faecium
positiv als solche der Kontrolle. Signifikant urgehiedlich waren die absoluten Werte beider
Gruppen allerdings nur fur den 7. Tag. Die prozalaiu Anteile vorE. faeciuman der ge-
samten Enterokokken-Population in der Probiotikurngpe lagen nur am 7. und 31. tber
jenen in der Kontrolle. Am 14., 35. und 56. Tag evadie entsprechenden Werte in der Kon-
trolle héher. Diese relativen Zahlen venfaeciumwaren in beiden Gruppen nicht signifikant
unterschiedlichTab. 21).

Tab. 21: Zelldichte delE. faecium-undE. faecalisPopulation im Magen der Versuchsferkel

Zellzahl Anteil an der gesamten Enterokokken-
[Log10 Zellen/g Feuchtmasse] Population [%]
Alter Kontolle Probiotikunt NC pd Kontrolle Probiotikum n =
(N=5) (N=5)° (N=5) (N=5)
E. faecium
7 3.4 4,53 3/5 0,02 0,39 4,02 3/5 0,45
(3,15-3,64) (3,74-6,47) (0,10-10,99)  (0,24-46,66)
14 4,39 5,16 2/5 0,32 18,63 14,24 2/5 0,7
(3,62-5,16) (4,13-5,75) (0,89-35,86)
28 3,19 3,77 1/2 0,15 0,36 4,91 1/2 0,22
(3,77-3,77) (1,33-8,48)
31 2,71 3,74 112 0,22 2,82 3,18 1/2 1
(3,67-3,81) (2,42-3,94)
35 3,17 3,46 1/3 0,65 6,01 2,77 1/3 0,18
(2,97-3,82) (2,21-5,49)
56 3,48 3,96 1/3 0,18 14,86 4,60 1/3 0,18
(3,75-4,07) (4,42-5,06)
E. faecalis
7 3,13 3,86 4/3 0,28 0,78 0,11 4/3 0,28
(2,98-3,33) (3,04-3,9) (0,07-4,03) (0,07-0,20)
14 2,78 2,71 312 0,56 7,23 0,02 312 0,12
(2,69-4,99) (2,56-2,86) (1,08-13,38)  (0,003-0,053)
28 3,42 3,12 2/1 - 0,28 0,77 2/1 0,22
(3,07-3,77) (0,00-0,30)
31 2,45 3,34 5/2 0,05 1,47 1,31 5/2 0,43
(2,34-2,73) (2,89-3,79) (1,38-9,66) (0,48-2,15)
35 2,85 2,97 4/4 0,77 3,91 1,09 a/4 0,14
(2,04-3,3) (2,46-3,54) (0,72-7,47) (0,24-1,42)
56 2,89 3,09 3/3 0,51 7,78 0,63 3/3 0,05
(2,39-3,41) (3,0-3,1) (3,50-12,51) (0,42-0,96)

a -Futterungsgruppe; b - Anzahl der untersuchtebdir; ¢ - Anzahl der positiven Ergebnisse von jesaéinf
untersuchten Proben (Kontrollgruppe/Probiotikum4igre); d - Signifikanz nach Mann-Whitney-Test; e edi
an (minimaler Wert-maximaler Wert)

E. faecalis
Die Kolonisierung des Magens nttt faecaliswurde analog zuE. faeciumPopulation an-
hand von nur wenigek. faecalispositiven Proben bewertet. Dabei war am 7., 33.,uBd

56. Tag dieE. faecalisPopulation in der Probiotikum-Gruppe zahlreichieria der Kontrolle.
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Signifikant waren die Unterschiede zwischen bei@eappen lediglich am 31. Tag<0,05).

Gemessen an den prozentualen Anteilen Eorfaecalisan der gesamten Enterokokken-
Population war aber die. faecalisPopulation der Kontrollgruppe grofRer als die dexbid-
tikumgruppe, mit einem signifikanten Unterschied &t Tag: 0,63% vs. 7,78%=0,05
(Tab. 22).

3.3.6 Laktat

Als Mal3 der metabolischen Aktivitat der Milchsawakterien in der bakteriellen Populatio-
nen des Magens wurden die Konzentrationen von D@y L(+)-Isomeren der Milchséure

sowie ihre Summe verwendet.

Die Analyse der Dynamik des Laktats zeigte, dasdMiagen der Versuchstiere in beiden
Gruppen mit dem zunehmenden Alter immer wenigechifiure entstand\pbb. 10A, Tab.
A18 im Anhang). Im Vergleich bildete sich am 7. und 14. Tag nusth und am 56. Tag
tendenziell p=0,10) mehr Laktat im Magen der Probiotikum-Tiete laei den Kontrollfer-
keln. Am 28., 31. und 35. Tag lagen dagegen digpeethenden Werte in der Kontrollgruppe
(insignifikant) hoher.

Dieser Tendenz entsprach auch die Dynamik der Kuret@on von D(-)- und L(+)-Isomeren
der Milchsaure. Quantitativ war der Gehalt sowabh D(-)- als auch von L (+)-Isomeren in
der Probiotikum-Gruppe am 7. und 14. Tag numernswah am 56. Tag signifikant hodher als
bei den Kontrollferkeln. Am 28., 31. und 35. Tagda die entsprechenden Werte in der Kon-
trolle hoher Tab. A19).

Im Hinblick auf die prozentualen Anteile der beidsnmere am gesamten Milchsauregehalt
wurde festgestellt, dass mit dem zunehmenden Atteter weniger D(-)- und immer mehr
L(+)-Isomere entstanden. Dabei wurden in der Ptdtm-Gruppe am 7., 14. und 56.
(p=0,01) Tag im Vergleich zu der Kontrolle hohere &l&h von D (-) Isomeren, am 28.
(p=0,07), 31. und 35. dagegen hohere Gehalte vonlsperen registrierfligab. A19). Ein
graphischer Uberblick tiber die Dynamik der L(+) ub¢)lsomere des Laktats ist in Form
des Verhaltnisses von L-Laktat zu D-Laktat in Abdbihg10B dargestelit.

86



ERGEBNISSE

A) B)
4 * * ** *%
6,00- P P p p
= § 10~
LL X
= ©
£ 400 =
IS @ 5-
® =
5 £
N 2,00 o
5 > 1A
X
0,00- 0.5
T T T T T T T T I T I I
7 14 28 31 35 56 7 14 28 31 35 56
Alter [Tage] Alter [Tage]

—=— Kontrollgruppe - -~ - Probiotikum-Gruppe
Abb. 10: Laktat im Magen der Versuchsferkel

(Mediane und einzelne Wert&;— Gesamt-Lakta® - Verhéaltnis L/D-Laktatp-Signifikanzen
nach Mann-Whitney-Tesp*<0,1, p** <0,05)

3.3.7 Zusammenfassung Magen

Hinsichtlich der Dynamik aus der DGGE- und Real-@inrPCR-Analyse der Magen-
Mikrobiota wurden weitgehend identische Tendenastgestellt: Die Magen-Mikrobiota war
in beiden Futterungsgruppen in der Saugperiodel§z.Tag) diverser, homogener und meta-
bolisch aktiver (Laktat) als nach dem Absetzen,(3%., 56. Tag). Nach dem Absetzen ander-
te sich die Grof3e der bakteriellen Population niebtstiegen aber die prozentualen Anteile

von einzelnen untersuchten Gruppen und Spezies.

Die mittels DGGE gemessene Diversitat der Magenrdilota wies nur teilweise statistisch
signifikante Ergebnisse auf. Anhand der Ahnlichdieitizes allerdings wurden stark signifi-
kante Unterschiede zwischen beiden Gruppen fesifeddakterielle Gemeinschaften der
Probiotikum-Gruppe waren homogener bzw. zwischeareler &hnlicher als solche der Kon-
trollgruppe.

Wahrend der Saugperiode (7., 14. Tag) wies dasgiretheE. faeciumNCIMB 10415 eine
fordernde Wirkung auf die bakteriellen Populationem Lactobacillus spp., Enterococcus
spp., Bifidobacterium spp.das nahverwandt&. faeciumsowie die homofermentativeln
acidophilus, L. amylovoruand L. johnsoniiauf. Auf Escherichia spp.L. mucosaeund L.
reuteri wies der untersuchte probiotische Stamm in di€&se eine hemmende Wirkung

auf, statistisch signifikant waren die Unterschiedlerdings nur fai. reuteri Die Magen-
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Mikrobiota der Probiotikum-Tiere produzierte auctehm Laktat, darunter mehr D(-)- als

L(+)-Isomere.

Der Ubergang zum Festfutter bzw. die Verfutteruag Brobiotikums in der Form der Beimi-
schung zum Préstarter-Futter fihrte in der Prokiot-Gruppe zur Verringerung der Zellzahl
sowohl auf der Gruppen- als auch auf der Speziess&lDie prozentualen Anteile der unter-
suchten bakteriellen Gruppen und Spezies bliebenialder Probiotikumgruppe hoher als in
der Kontrolle: Es wurden hohe prozentuale Anteda Enterococcus sppvon heterofermen-
tativenL. reuteriundL. mucosaeaind von homofermentativdn johnsoniiund L.acidophilus
registriert. Die Laktat-Konzentration verringertehs dabei gab es in der Probiotikum-Gruppe

mehr L(+)-Isomere.

Das Absetzen und der Ubergang zum Starterfutter bawVerfutterung des Probiotikums in
Form der Beimischung zum Starter-Futter beeinfersstie bakteriellen Gemeinschaften des
Magens, was sich insbesondere in groReren PopugatieonLactobacillus spp., Enterococ-
cus spp., L.johnsonundL. reuteriaul3erteDie relativen Anteile der untersuchten bakteriel-
len Gruppen und Spezies waren in der Probiotikunp@e — wenngleich nicht statistisch
signifikant — hoher als in der Kontrolle. Die metéibche Aktivitat der Magen-Mikrobiota,
gemessen anhand der Laktat-Konzentration, warritKdetroll-Gruppe rein numerisch héher
als bei den Probiotikum-Tieren, die aber ihrersegisere Konzentrationen von L-Laktat auf-

wiesen.

Im Alter von 56. Tagen war bei den Tieren der Rvbkum-Gruppe eine forderliche Wirkung
von E. faeciumNCIMB 10415 in Gestalt einer Zunahme der PoputeiovonLactobacillus
spp., Enterococcus spp., L. johnsohiiyeuteriund L. mucosaeu beobachterAuch die pro-
zentualen Anteile dieser Gruppen und Spezies warder Probiotikum-Gruppe héher als in
der Kontrolle.Ebenso wie an anderen Untersuchungszeitpunktenenhirgsichtlich dere-
scherichia sppeine hemmende Wirkung des untersuchten probiotis&tamm festgestellt,

die Werte waren jedoch statistisch insignifikant.
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3.4 Einfluss des probiotischeri. faeciumNCIMB 10415 auf die mikrobielle Besiedlung
des distalenJejunumsder Ferkel

3.4.1 Gesamte eubakterielle Zellzahlen

Die mikrobielle Besiedlung dekjunumsvurde analog zum Magen anhand (i) der gesamten
extrahierten DNA und (ii) der eubakteriellen 16S\NM®bewertet.

(i) Insgesamt entsprach die Dynamik der DNA-Koneaidn im Jejunumder im Magen: In
der Saugperiode wurde bei den Probiotikum-TierehrnENA extrahiert als nach dem Ab-
setzen. Es wurde wahrend der gesamten Beobacheragp aus den Proben der Probioti-

kum-Gruppe mehr DNA extrahiert als aus den ProlegrKdntrollgruppe.

Fur den 14. und 28. Tag sind die Unterschiede hwisbeiden Gruppen signifikantp=0,03
und p=0,04 @bb. 11A). Dabei entwickelte sich die DNA-Konzentrationdar Probiotikum-
Gruppe dynamischer als in der Kontrolle: So wurdeler Saugperiode bei der Probiotikum-
Tieren mehr DNA extrahiert (368,4-781,9 ng/ul) méxh dem Absetzen (136,6-422,1 ng/ul).
In der Kontrollgruppe hingegen wurden wahrend desagnten Beobachtungsperiode in etwa
die gleichen Mengen DNA gewonnen — 122,1-173,1 Ingfyl. Tab. A20im Anhang).

(ii) Bei der Analyse der zeitlichen Entwicklung de8S rDNA-Population fir beide Gruppen
galt, dass in der Saugperiode (7., 14., 28. Tag)Pdipulationen zahlreicher waren als nach
dem Absetzen. Dabei wurde in der PG bereits vor desetzen, nach Beginn der Gabe des
Préastarters (28. Tag) eine deutliche Abnahme bédétacn der Kontrollgruppe hingegen erst
nach dem Absetzen (31. Tag)bp. 11B). Die Anzahl der eubakteriellen 16S rDNA in beiden
Gruppen ist nicht signifikant unterschiedlich. Reaahlenmaldig war in der Probiotikum-
Gruppe am 14. und 56. Tag die bakterielle 16S rOPddulation groRer als in der Kontroll-

gruppe.
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Abb. 11: Gehalt A) der extrahierten DNA undj der eubakteriellen 16S rDNA im distaléeju-
numder Versuchsferkel

(Mediane und einzelne Wertg:Signifikanzen nach Mann-Whitney-Tegt* <0,05)
3.4.2 Diversitat der eubakteriellen 16S rDNA-Populaon im distalen Jejunum der Ferkel

Wiederum analog zum Magen wurde die Diversitatidditeriellen 16S rDNA-Population im
Jejunumunter Bertcksichtigung des SpeziesreichtiRici{nesy der Gleichverteilung der
einzelnen bakteriellen Zellen innerhalb der Popoitakeiner SpeziesEfrenness der Gleich-
verteilung individueller Spezies innerhalb der getmn bakteriellen PopulatiorSannon-
Index)und der Dominanzverhaltnisse dieser einzelneni€peazit Blick auf die Gesamtpopu-
lation (Simpson-Indexbewertet. Einer hoheren Diversitat und Homogerd&t bakteriellen
Population entsprachen dabei héhere Werte Rimhness, Evennessmid Shannon-Indexso-

wie niedrigere beinsimpson-Index

Es stellte sich heraus, dass d@gunumMikrobiota der Probiotikum-Tiere nur am 14. und 56
Tag diverser und homogener als jene der Kontrgbigeuwar. Am 7. Tag waren Diversitat
und Homogenitat der bakteriellen 16S rDNA-Populaiioder Probiotikum-Gruppe niedriger
als in der Kontrolle. Die Erganzung der Milchdi&mh Prastarter (28. Tag) sowie das Absetzen
und der Ubergang zum Starter-Futter (31., 35. Tagken, wie im Magen, zur Veranderung
der Zusammensetzung déejunumMikrobiota in beiden Futterungsgruppen: Der Spezies
reichtum in der Probiotikum-Gruppe lag héher alslen Kontrolle Abb. 12A), aber die Ho-
mogenitat der Populationen einzelner SpeZasness1. Tag,p=0,04), sowie die Domi-
nanz Gimpson-Index p=0,04) und Gleichverteilung innerhalb der Gesamipatpon
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(Shannon-Indexwaren kleiner als bei den Kontrolltierefsbp. 12B, C, D).Alle errechneten
Diversitatsindizes sind iflab. A21im Anhang aufgefihrt.
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Abb. 12: Diversitat der bakteriellen 16S rDNA-PopulationendistalenJejunumder
Versuchsferkel

(Mediane und einzelne Werté; - Artenreichtum odRichnessB - Evenness C - Shannon-
Index D - Simpson-Indeyp - Signifikanzen nach Mann-Whitney-Tept:<0,1; p** <0,05)
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3.4.3 Ahnlichkeit der gesamten bakteriellen 16S rDN-Population im distalen Jejunum

der Ferkel

Die Ahnlichkeit der 16S rDNA-Profile wurde wiederuanhand der Anzahl gemeinsamer
Spezies $6rensen-Quotientewertet. Es wurden Ubereinstimmungen der Milotzbizwi-
schen den einzelnen Tieren innerhalb einer Futgmgnuppe (Probiotikum- oder Kontroll-
gruppe) sowie zwischen einzelnen Tieren der veesldmen Fltterungsgruppen (Probioti-
kum- vs. Kontrollgruppe) ermittelt.

Insgesamt waren sich die bakterielle GemeinschatftedistalenJejunumder einzelnen Tiere
in der Probiotikum-Gruppe am 7., 14., 28. und 3g Signifikant &hnlicher als jene der Kon-
trolle (p=0,005-0,05). Fur den 35. Tag lag @&firensen-Quotienh der Probiotikum-Gruppe
niedriger als in der KontrolleApb. 13A). Die 16S rDNA-Profile der einzelnen Tiere (inner-
halb einer Gruppe) waren in der Probiotikum-Gruppeler Saugperiode ahnlicher, in der
Kontrollgruppe dagegen nach dem Absetzen (35.,T86). Am unterschiedlichsten stellten
sich dieJejunumMikrobiota beider Gruppen nach dem Absetzen anTa§.dar Abb. 13B).

In tabellarischer Form sind die die errechnetere®ggn-Werte imab. A22 im Anhang zu-

sammengefasst.
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Abb. 13: Sérensen-Ahnlichkeitswerte der bakteriellen 16S AERbpulationen im distalen
Jejunumder Versuchsferkel) innerhalb undg) zwischen den Futterungsgruppen

(A: dunkle Boxplots — Probiotikum-Gruppe, helle Boxple- Kontrollgruppe p-Signifikanzen
nach Mann-Whitney-Tesp*<0,1; p** <0,05; p*** <0,005; B: a — signifikante Unterschiede ge-
messen gegenuber der Probiotikum-Grugpe, signifikante Unterschiede gemessen gegeniber
der Kontrollgruppe)
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3.4.4 Quantitat der dominanten bakteriellen Gruppen

Der Einfluss des probiotisché&n faeciumNCIMB 10415 auf die Kolonisierung ddsjunums
der Versuchstiere mit einzelnen bakteriellen Pdmnan (actobacillus spp.Enterococcus
spp, Bifidobacterium sppund Escherichia spp.wurde analog zum Magen mittels gruppen-
spezifischer Primer untersucht. Die Ergebnisse sindien folgenden Abschnitten graphisch
(Abb. 14, 195 und im Anhang tabellarisch dargesteliab. A23, A24).

Lactobacillus spp.

Die Dynamik der Population der Laktobazillen imtdien Jejunumentsprach tberwiegend
jener im Magen: So wurde ddgjunumder Versuchstiere in der Saugperiode (7., 14., 28.
Tag) insgesamt starker von Laktobazillen besiealslhach dem Absetzen (31., 35., 56. Tag).
Dabei waren die futterungsabhéngigen Effekte EofaeciumNCIMB 10415 im Magen und
Jejunumweitgehend identisch. Entsprechend war am 14.di@dPopulation der Laktobazil-
len im Jejunumder Probiotikum-Tiere nicht nur umfangreicher@,04), sondern auch ihre
prozentualen Anteile waren hoh@=0,10) als in der KontrolleAbb. 14 -1A, 1B. Nach Be-
ginn der Gabe des Prastarters (28. Tag) und naohAdesetzen (31., 35. Tag) erfolgte eine
Verringerung der Zellzahl und der prozentualen Aatder Laktobazillen imJejunumder
Probiotikum-Tiere. Die Unterschiede konnten allegsi nur als tendenziell bezeichnet wer-
den 0=0,11). Vier Wochen nach dem Absetzen (56. Tag)diePopulation der Laktobazil-
len im Jejunumder Probiotikum-Gruppe wieder zahlreicher als @ Hontrollgruppe, die
Unterschiede sind aber nur fur relative Zahlenifilgant (0,44% vs. 0,02%, p=0,04).

Enterococcus spp.

Die Enterokokken-Population im distaldajunumder Tiere beider Gruppen entwickelte sich
ebenfalls weitgehend analog zur Entwicklung im Mag@e der Saugperiode (7., 14. Tag)
wurde daslejunumstarker mit den Enterokokken besiedelt als nach Absetzen (35., 56.
Tag). Dabei war die Enterokokken-Population derbRrikum-Tiere wiederum signifikant
zahlreicher und ihre prozentualen Anteile lagenendls die bei den KontrolltiereAljb. 14-
2A, 2B). Die relativen Zahlen der Enterokokken-Populatioder Probiotikum-Gruppe fielen
nach dem Absetzen (31., 35., 56. Tag) héher auis aler Saugperiode (7., 14., 28. Tag), in
der Kontrollgruppe hingegen waren die prozentu&isteile dieser Bakterien in der Saugpe-
riode grof3er als nach dem AbsetzAbl{. 14-2B).

93



ERGEBNISSE

1A 1B

6,00
p* p* p**
= 4,801
p
T P
L =
ks E 360
S . :
= 2 . v
> 8 2,407
= i
g
o 1,201
(]
N
0,00
2,0 1 1 T 1 1 1
7 14 28 31 35 56
10,0 2B
2A .
9,00 p* p** p** p***
= 8,001 o 0%
z 8
2 700 * . 5
3 g 00k
& 6,001 5
S £ 0,00t
2 5,00 °
= 4
= 400 0,000%
©
o
& 3,001 , 0,0000%
2,0 1 1 1 T T T I 1 1 I I I
7 14 28 31 35 56 7 14 28 31 35 56
Alter [Tage] Alter [Tage]
—&— Kontrollgruppe = =/ = Probiotikum-Gruppe
Abb. 14: Populationen vohactobacillus spgl) undEnterococcus spf2) im distalenJejunum
der Versuchsferkel
(Mediane und einzelne Werte; Reihe Zellzahl/g Inhalt (Feuchtamasse); ReBie prozentuale
Anteile der bakteriellen Gruppe an der gesamteldehbellen Populatiorp - Signifikanzen nach
Mann-Whitney-Testp*<0,1; p** <0,05; p*** <0,005)
Escherichia spp.

Die Besiedlung dedejunumsder Versuchstiere miEscherichia sppverlief anders als im
Magen. Es galt aber, dass in der Saugperioddejasumbei beiden Gruppen starker mit den
Escherichia sppkolonisiert wurde als nach dem Absetzen. Dabei temam 7., 31. und 56.
Tag in der Probiotikum-Gruppe mehscherichia sppnachgewiesen werden als in der Kon-
trolle (Abb. 15-1A). Auch die prozentualen Anteile dieser Bakteriearem bei den Probioti-
kum-Ferkeln am 7. und 31. Tag hoher als bei dentigbtieren Abb. 15-1B) Wie im Falle

des Magens wurden anhand der absoluten Zellzahlerdiags keine statistischen Unter-
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schiede festgestellt; die prozentualen Anteile waeeliglich am 14. Tag statistisch als Trend
zu bezeichnemnpE0,10).
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Abb. 15: Populationen voEscherichia spp(l) undBifidobacterium spp(2) im distalenJejunum
der Versuchsferkel

(Mediane und einzelne Werte; ReiAe- Zellzahl/g Inhalt (Feuchtmasse); ReiBe prozentuale
Anteile der bakteriellen Gruppe an der gesamtemkdehiellen Populatiom — Anzahl der Proben
mit positiver Amplifikation (Kontrolle/Probiotikum)p - Signifikanzen nach Mann-Whitney-Test:
p*<0,1; p** <0,05; p*** <0,005)

Bifidobacterium spp.

Die Quantifizierung der spezifischen 16S rDNA-Sequgon Bifidobakterien ergab analog
zum Magen keine statistisch signifikanten Untersdlizwischen beiden Fitterungsgruppen.
Die zeitliche Entwicklung entsprach der Dynamik \amderen untersuchten Gruppen: In der
Saugperiode wurde ddgjunumstérker von Bifidobakterien kolonisiert als nachndabset-
zen. Rein zahlenmalig war die Population der Bifakterien in der Probiotikum-Gruppe am
14., 35. und 56. Tag groR3er jene der Kontrollgruf@ds. 15-2A, 2B).
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3.4.5 Quantitat vonLactobacillus spp.und Enterococcus sppArten

Der Einfluss des probiotischéh faeciumNCIMB 10415 auf individuelle bakterielle Popula-
tionen der einzelnen Stamme Jejunumder Versuchstiere wurde wie im Magen anhand der
E. faecium-undE. faecalis-sowie einzelner Laktobazillen-Stammé. —acidophilus, L. amy-

lovorus, L. johnsonii, L. mucosamdL. reuteri— untersucht.

L. acidophilus

Der 16S rDNA-Nachweis voh. acidophiluswies analog zum Magen keine signifikanten
Unterschiede zwischen beiden FltterungsgrupperEaufiaren wie im Falle des Magens nur
wenige Probeih. acidophiluspositiv. An Tagen, an denen in beiden GruppentpesiVerte
gemessen wurden, war die Population koacidophilusam 14. und 56. Tag in der Probioti-
kum-Gruppe zahlenmaflig umfangreicher als in derttdtigruppe. Allerdings lagen die pro-
zentualen Anteile voh. acidophilusan der gesamten Laktobazillen-Population bei den-K
troll- hoher als bei den Probiotikum-Tieren (7., Tdg) Tab. A25im Anhang).

L. amylovorus / L. sobrius

Die Bestimmung der spezifischen 16S rDNA-Sequenz lvoamylovorus/L. sobriugn den
untersuchten Proben zeigte, dass am 14. und 56.diad.. amylovorus-/L. sobrius
Populationen bei den Tieren der Probiotikum-Grujppé/ergleich zur Kontrolle groRer wa-
ren. Am 7., 31. und 35. Tag dagegen lagen die srtbpnden Werte in der Probiotikum-
Gruppe numerisch und am 28. Tag auch statistigptifisiant niedriger als in der Kontroll-
gruppe p=0,05) @Abb. 16-1Aund Tab. A25im Anhang). Die relativen Anteile vdn amy-
lovorus/L. sobriusan der gesamten Laktobazillen-Population in bei@eappen waren im
Unterschied zum Magen in der Saugperiode insgesaadtiger als nach dem Absetzen. Da-
bei waren die relativen Zahlen van amylovorusder Probiotikum-Gruppe kleiner als jene
der KontrollgruppeAbb. 16-1B).

L. johnsonii

Die Besiedlung dedejunumanit L. johnsoniiwies fur den 7., 14., 28., 31. und 56. Tag fur
die Probiotikum-Gruppe hohere Werte aus als furkaiatrolle, die Unterschiede waren aber
statistisch nicht signifikant (mit Ausnahme vonatelen Zahlen am 28. Taghlpb. 16-2A,
2B). Analog zum Magen waren die prozentualen Antede L. johnsoniiin beiden Gruppen
in der Saugperiode kleiner als nach dem Absetzabelarisch sind die. johnsonitWerte in
Tab. A25im Anhang zusammengefasst.
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Abb. 16: Populationen voh. amylovoruq1) undL. johnsonii(2) im distalenJejunumder Ver-
suchsferkel

(Mediane und einzelne Werte; Reihe Zellzahl/g Inhalt (FM); Reih® - prozentuale Anteile der
bakteriellen Gruppe an der gesamten LaktobazillgomyRition; p - Signifikanzen nach Mann-
Whitney-Testp** <0,05)

L. mucosae

Der Nachweis der spezifischen 16S rDNA-Sequenzlvomucosaeeigte analog zum Ma-
gen, dass da¥junumder Probiotikum-Gruppe insgesamt weniger als Jgigsnumder Kon-
trollgruppe mit dieser Spezies besiedelt wurdeUmterschied zum Magen war eine grol3ere
Zahl derJejunumProbenL. mucosagositiv, und die Werte dieser positiven Proberabem
statistisch signifikante Unterschiede am 28. Tag(p5). Am 7., 35. und 56. Tag sind sie als
deutlicher Trend zu bezeichnen (p=0,18bl. 17-1A und Tab. A26 im Anhang). Auch die

prozentualen Anteile voh. mucosaem Jejunumder Probiotikum-Tiere waren wahrend der
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gesamten Beobachtungsperiode kleiner, signifikéimterschiede wurden allerdings nur am
7.Tag registriert (0,87% vs. 2,28%%0,04) Abb. 17-1B).
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Abb. 17: Populationen voh. mucosagl) undL. reuteri(2) im distalenJejunumder
Versuchsferkel
(Mediane und einzelne Werte; Reihe- Zellzahl/g Inhalt (Feuchtmasse); ReiBe prozentuale
Anteile der Spezies an der gesamten LaktobazilgiRtion; p - Signifikanzen nach Mann-
Whitney-Testp*<0,1; p** <0,05)
L. reuteri

Die zeitliche Entwicklung der Population van reuteri entsprach im Grof3en und Ganzen
jener im Magen: Die maximale Kolonisierung degunumdand in der Saugperiode statt und
nahm nach dem Absetzen und nach Beginn der GabEadtfutters tendenziell ab. Wie im
Magen war die Populatioam 7. und 35. Tag in der Probiotikum-Gruppe kleiaksrin der
Kontrolle (p=0,08;p=0,10). Am 14., 28., 31. und 56. Tag lagen diemetshenden Werte in
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der Probiotikum-Gruppe dagegen hoher als bei dentriiitieren @bb. 17-2A und Tab.

A26 im Anhang). Hinsichtlich der prozentualen Anteien L. reuteri konnten keine statis-
tisch signifikanten Unterschiede ermittelt werdBein numerisch waren die relativen Werte
von L. reuteriin der Probiotikum-Gruppe am 28., 31. und 35. @bgr hoher als die der Kon-
trolle (Abb. 17-2B).

E. faecium

Der 16S rDNA-Nachweis voR. faeciumieferte im Unterschied zum Magen keine statistisch
signifikanten Unterschiede zwischen beiden Grupgsnwaren, wie im Fall voh. acidophi-

lus und L. mucosagnur wenigelejunumProbenE. faeciumpositiv. Am 7., 35. und 56. Tag
waren nurJejunumProben der Probiotikum-TiergE. faeciurapositiv, am 14., 28. Tag nur
solche bei den Kontrollferkeln. Am 31. Tag wurden keiner der Gruppeik. faecium

positive Proben registrierTab. 22).

Tab. 22: Zelldichte delE. faeciumundE. faecalisPopulation im distaledejunumder Versuchsfer-
kel

Zellzahl
[Log10 Zellen/g Feuchtmasse]

Anteil an der gesamten Enterokokken-
Population [%]

Alter Kontrolle Probiotikunf c q Kontrolle Probiotikum
) _ n P _ ~ P
(N=5) (N=5) (N=5) (N=5)
E. faecium
7 ND® 4,95 0/2 - ND 2,86 0/2 -
(4,42-5,55) (1,61-4,11)
14 4,66 ND 1/0 - 4,22 ND 1/2 -
28 4,56 ND 1/ - 5,00 ND 1/2 -
31 ND ND 0/0 - ND ND 0/0
35 ND 5,38 0/1 - ND 5,52 0/1 -
56 ND 4,72 0/1 - ND 10,83 0/1 -
E. faecalis
7 ND 3,27 0/2 - ND 0,51 0/2 -
(3,21-3,33) (0,13-0,89)
14 2,99 3,05 2/1 0,22 0,22 0,17 2/1 -
(2,94-3,04) (0,08-0,36)
28 2,98 ND 3/0 0,15 ND 3/0 -
(2,83-3,47) (0,09-23,15)
31 ND 3,55 0/1 ND 6,19 0/1 -
35 3,17 2,64 1/1 0,31 0,17 0,003 1/1 0,31
56 3,10 3,65 2/3 0,08 41,89 5,90 2/3 0,08
(3,06-3,15) (3,16-4,08) (29,29-54,48)  (0,49-7,35)

a -Futterungsgruppe; b - Anzahl der untersuchtebéir; c - Anzahl der positiven Ergebnisse von jeféinf
untersuchten Proben (Kontrollgruppe/Probiotikum4igr); d - Signifikanz nach Mann-Whitney-Test; ere-P
ben mit negativer Amplifikation; f - Median (minidest Wert-maximaler Wert)
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E. faecalis

Die Kolonisierung degejunumsmit E. faecaliswurde, wie im Fall vorL. acidophilus L.
mucosaaindE. faeciumanhand von nur wenigdh faecalispositiven Proben bewertet. Da-
bei waren am 7., 14., 28. und 56. Tag in der Ptdim-Gruppe mehE. faecalispositive

Proben zu finden als in der Kontrolle. Die erfasaf¢erte sind ifrab. 23 zusammengefasst.

3.4.6 Laktat

Die metabolische Aktivitat der Milchsaurebakteriger JejunumMikrobiota wurde, analog
zum Magen, anhand der Konzentrationen von L(+)- D{WIsomeren des Laktats ermittelt.
Da vom 7. und 14. Tag keine Proben zur Verfuguagdsn, wurden fur die weitere Analyse

nur Proben vom 28., 31., 35. und 56. Tag einbezogen

Es konnte festgestellt werden, dass im JejununVdesuchstiere nach der Gabe des Festfut-
ters und dem danach folgenden Absetzen (31. Ta§)ergleich zum Magen insgesamt mehr
Milchsaure gebildet wurde (Magen vs. Jejunum: @@®& vs. 0,71-3,42 mg/g FM). Dabei
entstand am 31. Tag in der Probiotikum-Gruppe neimerisch mehr Laktat als in der Kon-
trollgruppe. Auch am 56. Tag war die Laktat-Konzatibn, wie im Magen auch, signifikant
hoher als bei den Kontrolltieren (p=0,08pp. 18A, Tab. A27im Anhang).

Die Dynamik der Konzentration von L(+)- und D(-pieeren der Milchsdure entsprach weit-
gehend der Dynamik des Gesamtgehaltes an MilchsQurantitativ war im Vergleich zur
Kontrollgruppe der Gehalt an L(+)- und D(-)-Isonteaam 31. Tag numerisch und am 56. Tag
in der Probiotikum-Gruppe signifikant héher (L-Isem1,24 vs. 0,78 mg/g FM, p=0,05) als
bei der Kontrollgruppe. Am 28. und 35. Tag lages eintsprechenden Werte in der Kontroll-
gruppe (insignifikant) hoheim@b. A28im Anhang).

Mit Blick auf die prozentualen Anteile jedes Isosiam Gesamtgehalt der Milchs&ure konnte
festgestellt werden, dass mit zunehmendem AltedejienumMikrobiota (analog zur Magen-
Mikrobiota) immer weniger D(-)- und immer mehr L{iomere produziert. Dabei wurde fast
an allen gepruften Tagen (28., 31., 35. Tag) —aueh schon fir den Magen — dejunum
der Probiotikum-Gruppe ein groR3erer Anteil an L{ggmeren beobachtet als in der Kontrol-
le, wobei die Unterschiede allerdings statistisidntnsignifikant waren. Nur am 56. Tag war
in der Probiotikum-Gruppe, ebenfalls wie im Magder Anteil von D(-)-Isomeren am Ge-
samt-Laktat hoher als der Gehalt von L(+)-IsomefEab. A28). Einen graphischen Uber-
blick Uber die Dynamik der L(+)- und D(-)Isomeresdeaktats lieferdbb. 18B.
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Abb. 18: Laktat im distalerlejunumder Versuchsferkel

(Mediane und einzelne Wert&;— Gesamt-Lakta® - Verhéaltnis L/D-Laktatp-Signifikanzen
nach Mann-Whitney-Tesp*<0,1, p** <0,05)

3.4.7 Ammoniumionen-Konzentration

Die proteolytische Aktivitat dedejunumMikrobiota wurde auf Basis der Ammoniumionen-
Konzentration bewertet. Dabei stellte sich heraass imJejunumder Versuchstiere beider
Gruppen mit zunehmendem Alter immer weniger Ammiomachzuweisen warApb. 19,

Tab. A29im Anhang). Wie im Fall der Milchsaure standendén 7. und 14. Tag keine Pro-

ben zur Verfigung, weshalb diese Beobachtungszditpun die Analyse nicht einbezogen

werden konnten.

Die bei der Ammoniak-Messung ermittelten Wertedé&n 28. und 31. Tag zeigen, dass die
Ammoniak-Konzentrationen in den Proben der Prokimti-Tiere niedriger lagen als in der
Kontrollgruppe. Am 35. Tag waren die Werte im Dwdmitt der Beobachtungen gleich
grof3. Nur am 56. Tag war die Ammoniak-Konzentrati@n der Probiotikum-Gruppe hoher.

Die Unterschiede geniigen aber in keinem der bdidéla den Anforderungen fir statistische
Signifikanz.
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Abb. 19: Ammoniumionen-Gehalt im distaleiejunumder Versuchsferkel

(dargestellt sind Mediane und einzelne Wept8ignifikanzen nach Mann-Whitney-Test)

3.4.8 Fluchtige Fettsauren

Um die metabolische Aktivitdt der gesamtijunumMikrobiota zu bewerten, wurden auch

die Gehalte an Essig-, Propionn Butter- und,n Valeriansédure sowie ihre Summe ermittelt.

Gesamtaziditat und Essigsaure

Es wurde festgestellt, dass nach der Erganzundraiiésrs um Préastarter (28. Tag) und eine
Woche nach dem Absetzen (35. Tag)Jdejunumder Probiotikum-Gruppe im Vergleich zur
Kontrolle insgesamt mehr Fettsauren produziert emir@bb. 20). In keinem der Falle waren
die ermittelten Werte in den Gruppen statistisgmifikant unterschiedlich.
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5,007
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0,006
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Abb. 20: Gehalt von flichtigen Fettsauren (Summe aller geeren Fettsauren) im distalégjunum
der Versuchsferkel (Mediane und einzelne Werte)

1
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So wurde an den oben genannten Tagen bei den BkabieTieren auch mehr Essigsaure

gemessen. Die Unterschiede zwischen beiden Flgsgamppen waren allerdings nicht signi-
fikant. Die prozentualen Anteile der Essigsaurgeej dass ihr Gehalt nach dem Absetzen
(31., 35. und 56. Tag) hoher lag als in der Saugger(14., 28. Tag; vgllab. 23).

Tab. 23: Essigsaure-Gehalt im distal@ajunumder Versuchsferkel

Alter Konzentration [mmol/L] Relativer Anteil [in % deugme aller
gemessenen flichtigen Sauren]
Kontrolle Probiotikun n° Pt Kontrolle Probiotikum P
7 4,96' 3/0 88,16
(2,81-6,26) (87,52-90,23)
14 5,08 4,12 1/2 0,22 85,83 78,62 1,00
(3,42-4,81) (68,68-88,57)
28 4,97 8,16 4/4 0,25 80,41 84,19 0,08
(1,63-34,80) (6,92-8,75) (44,86-85,91)  (81,74-93,89)
31 6,15 4,19 4/4 0,25 91,34 90,38 1,00
(1,34-6,22) (1,29-6,15) (62,96-93,35)  (79,4-92,69)
35 5,02 5,96 3/3 0,28 89,71 95,72 0,28
(0,59-5,12) (4,29-17,73) (66,81-91,96)  (86,13-98,34)
56 14,31 9,88 4/3 0,72 93,72 93,34 0,72
(3,04-23,63) (4,42-13,49) (88,51-97,25)  (92,42-96,84)

a -Futterungsgruppe; b - Anzahl der untersuchtebdtr; c - Signifikanz nach Mann-Whitney-Test; d
- Median (minimaler Wert-maximaler Wert)

Propionsaure

Die Konzentration der Propionsaure war insgesanttein Probiotikum-Gruppe hdher als in
der Kontrolle. Am 14., 31. und 56. Tag lagen auighptozentualen Anteile der Propionséure
an den gesamten Fettsduren in der Probiotikum-@riygper als bei den Kontrolltieren. Mit
Blick auf die zeitliche Entwicklung gilt fir die Bpionsaure, dass ihre Anteile in der Saugpe-
riode (14., 28. Tag) hoher lagen als nach dem &bse{31., 35. und 56. Tag). Unterschiede
zwischen beiden Futterungsgruppen waren nichtfgignt (Tab. 24).

Tab. 24: Propionsaure-Gehalt im distal@ejunumder Versuchsferkel

Alter Konzentration [mmol/L] Relativer Anteil [in % d&umme
aller gemessenen flichtigen Saurer |
Kontrolle Probiotikur n° Pt Kontrolle Probiotikum P
7 0,26 2/0 3,99
(0,18-0,35) (3,09-4,9)
14 0,38 0,52 1/2 1,00 6,49 10,21 0,22
(0,37-0,68) (6,76-13,68)
28 0,30 0,49 4/3 0,29 6,82 4,85 0,48
(0,17-18,47) (0,42-0,80) (4,83-23,8) (4,39-9,51)
31 0,24 0,29 4/3 0,72 3,76 8,69 0,29
(0,11-0,36) (0,14-0,37) (1,65-15,6) (4,21-29,16)
35 0,31 0,21 4/3 0,16 35,75 1,78 0,29
(0,17-2,38) (0,11-0,21) (5,32-80) (1,17-42,94)
56 0,25 0,33 4/4 0,56 2,80 14,04 0,25
(0,13-0,40) (0,16-0,48) (0,8-32,65) (2,41-42,92)

a -Futterungsgruppe; b - Anzahl der untersuchtebd®r; ¢ - Signifikanz nach Mann-Whitney-Test; d
- Median (minimaler Wert-maximaler Wert)
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n-Buttersaure

Bei der Bestimmung dar-Buttersaure ergaben sich fur den 7. und 14. Taggmnumder
Probiotikum-Tiere keine Messwerte. Rein numerischrem die Konzentration den-
Buttersaure sowie ihre prozentualen Anteile am 28.,und 35. Tag in der Probiotikum-

Gruppe héher und am 56. Tag niedriger als in derttddgruppe Tab. 25).

Tab. 25: n-Buttersaure-Gehalt im distal@ajunumder Versuchsferkel

Alter Konzentration [mmol/L] Relativer Anteil [in % d&umme
aller gemessenen flichtigen Séurer |
Kontrolle Probiotikur n° P° Kontrolle Probiotikum P
7 0,09 3/0 1,24
(0,05-0,14) (0,92-4,43)
14 0,12 1/0 2,08
28 0,09 0,12 4/4 0,25 1,70 1,31 0,77
(0,00-11,66) (0,10-0,13) (0,00-15,03) (1,01-1,41)
31 0,10 0,24 5/5 0,35 3,94 4,42 0,60
(0,08-0,26) (0,08-0,47) (1,15-38,36) (2,43-37,37)
35 0,07 0,15 1/3 0,35 1,29 10,80 0,66
(0,07-0,54) (1,16-29,84)
56 0,12 0,10 5/5 0,60 3,38 2,29 0,92
(0,07-0,86) (0,08-0,33) (0,72-18,62) (0,95-15,52)

a -Futterungsgruppe; b - Anzahl der untersuchtebdtr; ¢ - Signifikanz nach Mann-Whitney-Test; d
- Median (minimaler Wert-maximaler Wert)

n-Valeriansaure

Die Messwerte dem-Valeriansaure lagen in deejunumProben beider Gruppen vom 7. und
vom 14. Tag weit unter der Nachweisgrenze und wurdeht einbezogen. Am 28. und am
31. Tag lag die Konzentration deiValeriansaure in der Probiotikum-Gruppe numerisetl u

am 56. Tag signifikant héher als in der Kontroligpe ©=0,04) (Tab. 26).

Tab. 26: n-Valeriansdure-Gehalt idejunumder Versuchsferkel

Alter Konzentration [mmol/L] Relativer Anteil [in % deugme aller
gemessenen flichtigen Sauren]
Kontrolle Probiotikur n° P¢ Kontrolle Probiotikum P
28 0,11 0,11 32 1,00 1,41 1,20 1,00
(0,00-3,39) (0,10-0,13) (0,00-4,36) (0,95-1,45)
31 0,08 0,11 2/1 0,22 2,28 1,51 1,00
(0,07-0,09) (1,36-3,20)
35 0,13 0,10 1/1 0,32 31,40 52,17 0,32
56 0,09 0,16 4/2 0,04 1,63 22,58 0,17
(0,08-0,10) (0,13-0,18) (0,33-25,26) (17,85-27,31)

a -Futterungsgruppe; b - Anzahl der untersuchtebdtr; c - Signifikanz nach Mann-Whitney-Test; d
- Median (minimaler Wert-maximaler Wert)

i-Buttersaure
Werte fur diei-Buttersaure indejunumkonnte im Fall der Probiotikum-Tiere nur fur def,1

28. und 56. Tag ermittelt werden und fiir die Kolgrappe lediglich fur den 7., 14., 28. und
56. Tag. Dabei lagen die absoluten Werte der Ptighim-Gruppe numerisch niedriger als

jene der Kontrollgruppe. Die Prozentanteile dd&uttersdure an den gesamten Fettsduren
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waren in der Probiotikumgruppe am 14. und 28. Tlagmkr und am 56. Tag signifikant héher
als in der Kontrolle (1,00% vs. 0,38%50,05) (Tab. 27). Da am 31. und 35. Tag die Kon-
zentration voni-Buttersdure unterhalb der Nachweisgrenze lag, wudiese Werte in die

Analyse nicht einbezogen. Die Entwicklung Uber dembachteten Zeitpunkte zeigt aller-
dings, dass in der Saugperiode die Konzentrationi~Buttersdure etwas hdher war als nach

dem Absetzen.

Tab. 27:i-Buttersaure-Gehalt im distaldejunumder Versuchsferkel

Alter Konzentration [mmol/L] Relativer Anteil [in % deugme aller
gemessenen flichtigen Sauren]
Kontrolle Probiotikur n° P° Kontrolle Probiotikum P
7 0,1% 3/0 3,05
(0,10-0,21) (1,73-3,64)
14 0,17 0,13 1/2 0,22 2,85 2,41 0,22
(0,12-0,13) (2,17-2,65)
28 0,32 0,31 4/4 1,00 3,65 3,32 1,00
(0,00-3,33) (0,11-0,73) (0-10,05) (1,18-7,56)
56 0,09 0,09 2/3 0,56 0,38 1,00 0,05
(0,08-0,11) (0,34-0,43) (0,52-13,28)

a -Futterungsgruppe; b - Anzahl der untersuchtebdtr; ¢ - Signifikanz nach Mann-Whitney-Test; d
- Median (minimaler Wert-maximaler Wert)

I-Valeriansaure

Die Konzentration derValeriansaure indejunumder Probiotikum-Tiere lag, wie im Fall der
Propionsaure, in der Saugperiode héher als nachAtemtzen. Am 7., 28., 35. und 56. Tag
war Gehalt von derValeriansdure indejunumder Probiotikum-Ferkel héher als in der Kon-
trollgruppe. Die entsprechenden Prozentanteilenlage 14., 31. und 56. Tag in der Probioti-
kum-Gruppe hoher als in der KontrollEap. 28).

Tab. 28:i-Valeriansédure-Gehalt im distaldejunumder Versuchsferkel

Alter Konzentration [mmol/L] Relativer Anteil [in % deugme aller
gemessenen flichtigen Sauren]
Kontrolle Probiotikurf n° P° Kontrolle Probiotikum P
7 0,27 3/0 3,96
(0,07-0,28) (2,28-4,84)
14 0,16 0,44 1/2 1,00 2,73 8,75 1,00
(0,14-0,75) (2,52-14,99)
28 0,23 0,33 4/4 0,56 5,60 3,56 0,39
(0,14-5,94) (0,19-0,48) (3,37-9,93) (2,14-5,02)
31 0,16 0,15 5/5 0,92 2,89 5,12 0,92
(0,10-0,23) (0,11-0,42) (1,56-62,1) (1,75-33,47)
35 0,08 0,09 5/5 0,18 10,13 3,05 0,75
(0,07-0,12) (0,08-0,15) (1,42-28,74) (0,49-47,28)
56 0,10 0,14 5/5 0,47 1,07 1,46 0,25
(0,08-0,19) (0,07-0,21) (0,37-23,21) (1,1-28,07)

a -Futterungsgruppe; b - Anzahl der untersuchtebdtr; c - Signifikanz nach Mann-Whitney-Test; d
- Median (minimaler Wert-maximaler Wert)
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3.4.9 Zusammenfassung Jejunum

Wahrend der Saugperiode (14. Tag) wies das prebleE. faeciumNCIMB 10415 eine
fordernde Wirkung auf bakterielle Populationen \@ttobacillus spp.* Enterococcus spp.
undBifidobacterium sppauf. Es konnte auch eine fordernde Wirkung fir die tdrigeteste-
ten Spezies beobachtet werden — die relativen Vezteer bakteriellen Gruppen waren aber
in der Kontrollgruppe hoher. Wie bereits im Magemite eine hemmende Wirkung des un-
tersuchten probiotischen Stamms bezighksicherichia sppfestgestellt werden. Die gemes-
senen Werte waren allerdings statistisch nichtifskgmt. Metabolisch war dielejunum
Mikrobiota der Probiotikum-Tiere in dieser Phaseniger aktiv als die der Kontrollgruppe:
Der Gesamtgehalt an flichtigen Fettsauren war gerjrwobei die relativen Anteile von Pro-
pion- und i-Valeriansdure am 14. Tag hoher lagenmatler Kontrollgruppe. Die Konzentrati-
onen von Laktat und Ammoniak konnten fur diesen Bebtungszeitpunkt nicht ermittelt

werden.

Der Ubergang zum Festfutter bzw. zur Verfiitterurg &robiotikums in Form einer Beimi-
schung zum Starterfutter fuhrte, analog zum Magem, Verringerung der Zellzahlen von
Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp.,amylovorusundL. mucosaeEine férdernde Wir-
kung ergab sich aber flanterococcus spp., L. johnsonind L. reuteri Prozentuale Anteile
der erfassten bakteriellen Gruppen und SpeziesiJagelog zum Magen, héher als in der
Kontrollgruppe. Die Population défscherichia sppwar sowohl absolut wie relativ kleiner
als in der Kontrolle. Die Konzentrationen von Ldktdarunter vor allem L(+)-Isomere) und
von Fettsauren — Essig-, Propion-, n-Buttersaurand i-Valeriansdure — waren in der Probi-
otikum-Gruppe hoher als bei den Kontrolltieren. Bermoniumionen-Gehalt war dagegen in
der Kontrollgruppe hdher als in der Probiotikum-@ra. Die Unterschiede zwischen den
ermittelten Metaboliten-Werten beider Futterungpgen erwiesen sich allerdings nicht als

statistisch signifikant.

Kurz nach dem Absetzen, am 31. Tag, war eine faddekVirkung des probiotischén fae-
cium NCIMB 10415 auf Populationen vdractobacillus spp., Enterococcus spp., L. johnso-
nii* undL. reuterizu beobachterAuch mit Blick aufEscherichia sppwvurden an diesem Tag
in der Probiotikum-Gruppe im Vergleich zur Kontgslippe hdohere Werte registriert. Die
Konzentrationen des gesamten Laktats sowie dentfljen Fettsauren waren in der Probioti-
kum-Gruppe geringer als in der Kontrolle. Daruntaren die Gehalte von L-Laktat, Propion-

, -Butter, und n-Valeriansaure héher in der Pritkiion-Gruppe als in der Kontrolle. Etwas

! (*) bezeichnet — analog zur Diskussion fiir den Bfaign vorigen Abschnitt — Werte, fiir die die Untiede
zwischen beiden untersuchten Gruppen mindesterndeanfl0%-Niveau statistisch signifikant waren.
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spater, eine Woche nach dem Absetzen (35. Tagjtezsich eine fordernde Wirkung vén
faeciumNCIMB 10415 auf Populationen vointerococcus sppund Bifidobacterium spp.
Hinsichtlich aller anderen Stamme wurden in derbRrtikum-Gruppe an diesem Zeitpunkt
kleinere Werte registriert als in der Kontrollgreppbsolute und relative Populationen von
Escherichia sppwaren in der Probiotikum-Gruppe geringer als inldentrolle. Die Gesamt-
laktatkonzentration war bei den Probiotikum-Ferkelebenso wie am 31. Tag — geringer, die
L-Isomer-Konzentration dagegen héher als in dertkdigruppe. Der Fettsaure-Gehalt war
an diesem Messungstag in der Probiotikum-GruppB8egrals in der Kontrolle, dabei waren
hohere Konzentrationen von Essig-, n-Butter- ul@lieriansaure zu verzeichnen. Die Mehr-
zahl der am 31. und 35. Tag ermittelten MetaboMeme ergab keine statistisch signifikanten
Unterschiede zwischen beiden Futterungsgruppen.

Im Alter von 56. Tag lie3 sich, analog zum Mageai, deen Tieren der Probiotikum-Gruppe
eine deutlich fordernde Wirkung vdh faeciumNCIMB 10415 auf Populationen vdracto-
bacillus spp.Enterococcus spp., Bifidobacterium sppd L. amylovorudeststellen. Die pro-
zentualen Anteile dieser Gruppen und Spezies warater Probiotikum-Gruppe ebenfalls
hoher als in der Kontrolle. Auch wurde in der Patitium-Gruppe eine hohere Konzentration
von Laktaten allgemein und L(+)-Isomeren im Besoadegemessen. Die Konzentration von
Fettsduren war insgesamt geringer als in der Kidafrdie Konzentrationen von Propion-, n-
Valerian und i-Valeriansdure dagegen hoéher.
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3.5 Einfluss des probiotischeri. faeciumNCIMB 10415 auf die mikrobielle Besiedlung
desColon ascendender Ferkel

3.5.1 Gesamte eubakterielle Zellzahlen

Quantitativ wurde die gesamte mikrobielle BesiedlalesColon ascendenanalog zum Ma-
gen und distaledejunumanhand der gesamten extrahierten DNA und der ¢eiballen 16S
rDNA bewertet. Eingangs ist dabei festzuhaltensdass derColonProben insgesamt mehr
DNA extrahiert wurde als aus dem Magen- uejunumihalt. Dabei wurde an allen Beo-
bachtungstagen mit Ausnahme des 7. Tages au€aenProben der Probiotikum-Gruppe —
im Unterschied zu Magen und distal&gjunum- weniger DNA extrahiert als aus den Proben
der Kontrollgruppe. Statistisch waren aber dies¢éeldchiede nicht signifikantApb. 21A).

Die zeitliche Entwicklung der Konzentration der DNderte sich, wiederum im Gegensatz
zu Magen undejunum wahrend der Beobachtungsperiode kaum: In derfaiagle (7., 14.
Tag) wurde im Schnitt etwas mehr DNA extrahiertredsh dem Absetzen.

Hinsichtlich der zeitlichen Entwicklung der 16S rBNPopulation imColonascendensvaren

in den beiden Gruppen keine groRen Abweichungeschen den einzelnen Beobachtungs-
zeitpunkten zu beobachten. Sowohl in der Probiatisruppe als auch in der Kontrolle blieb
die Grol3e der 16S rDNA-Population @olonweitgehend konstanApbb. 21B). Dabei waren
die eubakterielle Zellzahlen in der Probiotikum-@pa signifikant hoher als in der Kontroll-
gruppe (vgl. aucfrab. A30im Anhang).
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0,001 1 T 1 T 1 T 10,0 1 1 1 1 1 1
7 14 28 31 35 56 7 14 28 31 35 56
Alter [Tage] Alter [Tage]

—&— Kontrollgruppe = =/ = Probiotikum-Gruppe

Abb. 21: Gehalt A) der extrahierten DNA undj der eubakteriellen 16S rDNA i@olon ascen-
densder Versuchsferkel

(Mediane und einzelne Wertg-Signifikanzen nach Mann-Whitney-Tept:<0,1; p** <0,05)
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3.5.2 Diversitat der gesamten bakteriellen 16S rDNAopulation im Colon ascendender
Ferkel

Analog zum Magen und distalelejunumwurde die Diversitat der bakteriellen 16S rDNA-
Population imColon ascendenanter Berucksichtigung der folgenden Parameter hetve
SpeziesreichtumRichnesy Gleichverteilung der einzelnen bakteriellen Zelilemerhalb von
Population eines Speziesyenness Gleichverteilung der einzelnen Spezies in der gésam
bakteriellen PopulationShannon-Indexind Dominanzverhéltnisse dieser einzelnen Spezies
innerhalb der gesamten Populatid@inipson-Indéx Es galt analog zur Untersuchung von
Magen undlejunum dass einer hdhere Diversitat bzw. Homogenitatdéteriellen Popula-
tion héhere Werten voRichness, Evenneasyd Shannon-Indexind niedrigeren beirBimp-
son-Indexentsprachen.

Insgesamt war nach den genannten MalRen nur nacidsetzen — am 31. und 56. Tag — die
Colon-Mikrobiota der Probiotikum-Tiere homogener undetser als die der Kontrolltiere.
Am 7. Tag lagen Diversitat und Homogenitat der eaktlen 16S rDNA-Population in der
Probiotikum-Gruppe niedriger als in der KontrolEevénness, Shannon-Index(pl4 Simp-
son-IndeX (Abb. 22B, C, D. Am 14. Tag, nach zweiwétchiger Supplementieruag Tere
mit dem Probiotikum, wurden im Unterschied zur Wsehung von Magen undejunum
keine deutlichen Differenzen in der Diversitat uhomogenitat der Mikrobiota beider Futte-
rungsgruppen festgestellt. Die Erganzung der Milthdm Préstarter (28. Tag) fuhrte, ahn-
lich wie bei Magen undejunum zur Verringerung der Diversitdt und Homogenitét Go-
lon-Mikrobiota in der Probiotikum-Gruppe. Am 35. Tagmdie 16S rDNA-Population in der
Probiotikum-Gruppe hinsichtlich des Speziesreiclgutiverser Abb. 22A), im Vergleich
zur Kontrollgruppe aber weniger homogé&ivénnes®=0,1Q Shannon-IindexAbb. 22B, O).

In TabelleA31im Anhang sind die errechneten Diversitatsindiziesrsichtsartig zusammen-

gefasst.
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Abb. 22: Diversitat der bakteriellen 16S rDNA-PopulationenCGolon ascendender
Versuchsferkel

(Mediane und einzelne Wert4; - Artenreichtum odRichnessB - EvennessC - Shannon-Index
D - Simpson-Index -Signifikanzen nach Mann-Whitney-Tegt:<0,1; p** <0,05)

3.5.3 Ahnlichkeit der gesamten bakteriellen 16S rDN-Population im Colon ascendens
der Ferkel

Die Ahnlichkeit der 16S rDNA-Profile wurde wie bidiagen undlejunumanhand der Anzahl
der gemeinsamen SpezieStfensen-Quotiehtbewertet. Es wurden sowohl Ubereinstim-

mungen derColonMikrobiota zwischen den einzelnen Tieren innerhaiber Futterungs-

gruppe als auch zwischen individuellen Tieren iha#ly der beiden Futterungsgruppen ermit-
telt.
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Wie im Fall der Magen- undejunumMikrobiota waren auch die 16S rDNA-Profile deo-

lon-Mikrobiota der einzelnen Tiere aus der ProbiotikGmppe am 7., 14., 31. und auch am
56. Tag signifikant ahnlicher als die der Kontraligpe Abb. 23A). Am 28. und 35. Tag
dagegen lagen die errechneten Ahnlichkeitsindireslar Probiotikum-Gruppe signifikant
niedriger als in der Kontrolle. Am unterschiedlitdqrs waren die Colon-Mikrobiota, analog
zum Jejunum, nach dem Absetzen, am 31. Addp(23B). Tabellarisch sind die errechneten
Sorensen-Werte im Anhang zusammengefdsgi.(A32im Anhang).

A) B)
1,00 1,08
p*** p** p* p** a*** b** a** a***
0,75 0,75
& 0,50 & & o050
0
0,25 0,25
0,00 0,00
7 14 28 31 35 56 7 14 8 21 %5 56
Alter [Tage] Alter [Tage]

Abb. 23: Sérensen-Ahnlichkeitswerte der bakteriellen 16S AERbpulationen inColon
ascendensger Versuchsferkel) innerhalb undB) zwischen den Fltterungsgruppen

(A: dunkle Boxplots — Probiotikum-Gruppe, helle Boxple- Kontrollgruppe p-Signifikanzen
nach Mann-Whitney-Tesp*<0,1; p** <0,05; p*** <0,005; B: a — signifikante Unterschiede ge-
messen gegenuber der Probiotikum-Grugpe, signifikante Unterschiede gemessen gegeniber
der Kontrollgruppe)

3.5.4 Quantitat der dominanten bakteriellen Gruppen

Der Einfluss des probiotischéfr faeciumNCIMB 10415 auf die Kolonisierung dé€3olons
mit einzelnen bakteriellen Populationen wurde agalom Magen undejunummit Blick auf

die Entwicklung der Populationen varactobacillus spp.Enterococcus sppBifidobacteri-
um spp.und Escherichia sppbei den Versuchstieren mittels gruppenspezifiséhener un-
tersucht. Die Ergebnisse sind — analog zur Dawstgweise fur die bereits beschriebenen
GIT-Lokalisationen — graphisch dargestektbp. 24, 25 und im Anhang tabellarisch zu-
sammengefasstab. A33undA34).

Lactobacillus spp.
Die dynamische Entwicklung der Population der Laktzllen imColon ascendender Ver-

suchstiere beider Gruppen entsprach der in Magdnmnlejunum In der Saugperiode (7.,
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14., 28. Tag) wurde daSolon etwas starker kolonisiert als nach dem Absetzén @5., 56.

Tag). Am 28. Tag waren die entsprechende WerteemRtobiotikum-Gruppe tendenziell
geringer als in der Kontrollgp£0,10) @Abb. 24-1A). Die prozentualen Anteile vdractoba-
cillus spp.an der gesamten eubakteriellen Population waremendhder gesamten Beobach-
tungsperiode niedriger als in der Kontrollgruppt&tiStisch signifikante Unterschiede konn-
ten dabei fur den 14., 28. und 35. Tag ermittelider £=0,009-0,05) Abb. 24-1B).
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Abb. 24: Populationen vohactobacillus spp(1) undEnterococcus spg§2) im Colon ascendens
der Versuchsferkel

(Mediane und einzelne Werte; Reihe Zellzahl/g Inhalt (Feuchtamasse); ReBe prozentuale
Anteile der bakteriellen Gruppe an der gesamtemldebellen Population; p - Signifikanzen nach
Mann-Whitney-Test: p%0,1; p**<0,05; p***<0,005)
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Enterococcus spp.

Die Enterokokken-Population iiolon ascendender Tiere beider Gruppen wies eine ahnli-
che Dynamik auf wie im Magen und idejunum Zahlenmaflig war sie in der Saugperiode
(7., 14. Tag) groRRer als nach dem Absetzen (31,585 Tag) Abb. 24-2A), wohingegen ihre
relativen Anteile im Unterschied zum Magen ulgjunumin der Saugperiode hdher lagen als
nach dem Absetze\bb. 24-2B). Wiederum analog zu Magen udéjunumwaren die ermit-

telten Werte in der Probiotikum-Gruppe signifikéadher als in der Kontrolle.

Escherichia spp.

Die Population vorEscherichia sppwar an allen Beobachtungstagen @olon ascendens
der Probiotikum-Ferkel kleiner als in der Kontrollgpe Abb. 25-1A), wobei am 28., 31.
und 56. Tag in den Proben der Probiotikum-Gruppeek@mplifikationen registriert werden
konnten. Gemessen an den absoluten Zellzahlen wheetnterschiede zwischen beiden
Gruppen nicht signifikant. Mit Blick auf die prozZelen Anteile vorEscherichia sppan der
gesamten eubakteriellen Population ergaben sichegen am 7. und 35. Tag signifikante
Unterschiede (p=0,05; p=0,1RAlb. 25-2A).

Bifidobacterium spp.

Die ColonProben der Tiere beider Gruppen waren haufgjgdobacterium spppositiv als

die entsprechenden Magen- urgjunumProben. Die ermittelten Werte waren aber wiederum
zumeist statistisch nicht signifikant. Wie in Magemnd Jejunumwar am 28. Tag die Bifido-
bakterien-Population if€olonascendensler Probiotikum-Gruppe weniger zahlreich als jene
der Kontrollgruppe§=0,11) @bb. 25-2A). Rein numerisch war der Anteil von Bifidobakte-
rien an der gesamten eubakteriellen Populatione-be&i den Laktobazillen — in der Kontroll-
gruppe hoher als bei den Probiotikum-TierAblf. 25-2B).
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Abb. 25: Populationen voiEscherichia spp(1) undBifidobacterium spp(2) im Colon ascendens
der Versuchsferkel

(Mediane und einzelne Werte; Reihe- Zellzahl/g Inhalt (Feuchtmasse); ReiBe- prozentuale
Anteile der bakteriellen Gruppe an der gesamteraldebellen Populatiorp-Signifikanzen nach
Mann-Whitney-Testp*<0,1; p** <0,05)

3.5.5 Quantitat vonLactobacillus spp.und Enterococcus sppArten

Der Einfluss des probiotischéh faeciumNCIMB 10415 auf bakterielle Populationen einzel-
ner Stamme inColon der Versuchstiere wurde wie im Magen undJejunumanhand der
phylogenetisch nahverwandtdéh faeciumund E. faecalissowie einzelner Laktobazillen-

Stamme I(. acidophilus, L. amylovorus, L. johnsonii, L. rasaeundL. reuteri untersucht.
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L. acidophilus

Die Quantifizierung der spezifischen 16S rDNA-Segqu&onL. acidophilusim Colon der

Versuchstiere zeigte die gleiche Tendenz wie in éhagndJejunum Sowohl in der Probioti-
kum-Gruppe als auch in der Kontrolle waren insgesaun wenige Probeh. acidophilus

positiv. Rein numerisch war am 7. Tag in der Prokion-Gruppe dieL. acidophilus

Population zahlreicher als die der Kontrollgruppealog zum Magen und zum distal@eju-

num wurden in denColonProben der Kontrollgruppe am 56. Tag keineacidophilus

positiven Signale registrierTéb. A35im Anhang).

L. amylovorus / L. sobrius

Die Bestimmung der spezifischen 16S rDNA-Sequenz lvoamylovorus/L. sobriusvies
teilweise gleiche Tendenzen wie im Magen undJgjunumauf: In der Saugperiode (7., 14.
Tag) und nach dem Absetzen (56. Tag) warldiamylovorus/L. sobriuBopulation in der
Probiotikum-Gruppe grofRer als die der Kontrollgreppvobei die Unterschiede zwischen
beiden Fltterungsgruppen am 7. und 56. Tag ssafstiur als Trend zu bezeichnen waren
(p=0,10,p=0,07, vgl.Tab. A35im Anhang). Die Gabe des Prastarters fuhrte inRaebioti-
kum-Gruppe zur Abnahme der Zellzahl vbnamylovorus— die Werte der Kontrollgruppe
lagen entsprechend hoher als bei den Probiotikueremi Abb. 26-1A). Die Anteile vonL.
amylovorusan der gesamten Laktobazillen-Population betreffemirden keine statistisch
signifikanten Unterschiede registriert. Rein nursghti waren diese Werte in der Saugperiode
am 7., 14. Tag und nach dem Absetzen am 56. Tagy & in der Kontrollgruppedbb. 26-
1B).

L. johnsonii

Bei der Besiedlung deSolon ascendensiit L. johnsoniisind sowohl in der Saugperiode als
auch nach dem Absetzen in der Probiotikum-Grupget@Werte zu verzeichnen als in der
Kontrollgruppe p=0,02-0,10) Abb. 26-2A). Auch hinsichtlich der prozentualen Anteile wa-
ren die Werte der Probiotikum-Gruppe signifikanhé@bals in der Kontrollepe0,01-0,10)
(Abb. 26-2B). Die Entwicklung del. johnsonitPopulation tber die Zeit entsprach im Gro-
Ben und Ganzen der idejunum Nach dem Absetzen wurde d@slon ascendender Ver-
suchstiere starker van johnsoniibesiedelt als in der Saugperiode. DRigohnsonitWerte

sind tabellarisch im Anhang zusammengefaBab( A35).
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Abb. 26: Populationen voh. amylovorugl) undL. johnsonii(2) im Colon ascendender
Versuchsferkel
(Mediane und einzelne Werte; ReiAe- Zellzahl/g Inhalt (Feuchtmasse); ReiBe prozentuale
Anteile der bakteriellen Gruppe an der gesamtertdbaizillen-Populationp-Signifikanzen nach
Mann-Whitney-Testp*<0,1; p** <0,05)
L. mucosae

Die Quantifizierung der spezifischen 16S rDNA-SegueonL. mucosaeeigte, dass am 7.,
14., 35. und 56. Tag die mucosad?opulation der Probiotikum-Gruppe zahlenmafiig grofi
war als die der Kontrollgruppe (7. Tag0,10) @bb. 27-1Aund Tab. A36im Anhang). Am
7., 14., 28. und 31. Tag Ubertrafen auch die pitozéen Anteile vorl.. mucosaen der ge-
samten Laktobazillen-Population in der Probiotik@Gruppe jene in der Kontrolle (28. Tag
p=0,11) Abb. 27-1B).
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L. reuteri

Die Dynamik der_. reutertPopulation imColon ascendender Versuchstiere entsprach im
Gro3en und Ganzen der in Magen Jegunum In der Saugperiode (7., 14., 28. Tag) wurde
dasColonstarker vorL. reuteribesiedelt als nach dem Absetzen (35., 56. Tag)eirSaug-
periode (7. Tag) und nach dem Absetzen (31., 3%.56n Tag) war di¢. reuteritPopulation

in der Probiotikum-Gruppe gré3er als in der Korgpunippe. Statistisch signifikante Unter-

schiede zwischen beiden Futterungsgruppen konatlth nur fir am 56. Tag ermittelt wer-
den (p=0,04)Abb. 27-2A, Tab. A36im Anhang). Die prozentualen Anteile an der gesamte
Laktobazillen-Population waren in der Gruppe devbiatikum-Ferkel am 7., 28., 31., 35.
und 56. Tag hoher als in der Kontrollgruppe. Digddschiede waren aber, wie bei den abso-

luten Zellzahlen, nur am 56. Tag statistisch sigaift (p=0,02) Abb. 27-2B).
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Abb. 27: Populationen voh. mucosagl) undL. reuteri(2) im Colon ascendenger
Versuchsferkel

(Mediane und einzelne Werte; ReiAe- Zellzahl/g Inhalt (Feuchtmasse); ReiBe prozentuale
Anteile der Spezies an der gesamten LaktobazilgnRtion; p-Signifikanzen nach Mann-

Whitney-Testp*<0,1; p** <0,05)
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E. faecium

Wie beimJejunum so waren auch bei dégbolon ascenderBroben der Versuchstiere nur
einige E. faeciumpositiv. Dabei waren in der Probiotikum-Gruppe mphbsitive Proben zu
konstatieren als in der Kontrollgruppe. Gemesserm@nZahl positiver Proben wurde das
Colonder Probiotikum-Tiere in der Saugperiode (7., Tlag) starker mikE. faeciumbesiedelt
als nach dem Absetzen (28., 35., 56. Tag). Diegmalen Anteile vorke. faeciuman der
gesamten Enterokokken-Population in der Probiotiaimppe lagen im Bereich von 6,10-
35,32%, was deutlich die fir Magen ubgjunumgemessenen Werte Ubertrifftab. 29).

E. faecalis

E. faecalispositive ColonProben konnten, wie bereits bei Magen Jegunum nur verein-
zelt beobachtet werden. Am 7. und 31. Tag wakdiaecalisPopulation in der Probiotikum-
Gruppe gréf3er, am 14. und 28. Tag dagegen in detréllgruppe. Nach dem Absetzen (35.
und 56. Tag) war in der Probiotikum-Gruppe kekhefaecalispositive Amplifikation zu er-
mitteln. Bei den relativen Anteilen waren die Wetex Kontrolltiere hdher als die der Probio-
tikum-Ferkel.

Tab. 29: Zelldichte delE. faecium-/E. faecaliBopulation imColon ascendender Versuchsferkel

Zellzahl Anteil an der gesamten Enterokokken-Populat on
[Log 10 Zellen/g FM] [%0]
Alter Kontrolle Probiotikunf e pd Kontrolle Probiotikum =
(N=5)° (N=5) (N=5) (N=5)
E. faecium

7 ND® 6,98 0/4 - ND 35,32 0/4
(6,84-7,53) (22,44-79,75)

14 5,94 6,37 1/4 0,48 12,16 17,19 1/4 0,48
(5,12-7,31) (3,80-114,10)

28 ND 4,58 0/1 - ND 2,77 0/1

31 ND ND 0/0 - ND ND 0/0

35 ND 5,48 0/1 - ND 29,70 0/1

56 ND 4,46 0/1 - ND 6,10 0/1

E. faecalis

7 3,94 4,58 1/4 0,15 0,12 0,19 1/4 0,62
(4,34-5,53) (0,06-0,76)

14 4,42 3,65 3/3 0,27 1,56 0,05 3/3 0,05

(4,26-4,98) (2,64-4,47) (0,97-38,39) (0,01-0,16)
28 3,88 2,67 2/1 0,22 4,90 0,03 2/1 0,22
(3,55-4,22) (3,99-5,81)

31 3,57 3,77 1/2 - 2,36 3,90 1/2 0,22
(3,47-4,08) (2,77-5,03)

35 ND ND 0/0 - ND ND 0/0

56 3,49 ND 1/0 - 10,93 ND 1/0 -

a -Futterungsgruppe; b - Anzahl der untersuchtebéir; c - Anzahl der positiven Ergebnisse von jeféinf
untersuchten Proben (Kontrollgruppe/Probiotikum4igr); d - Signifikanz nach Mann-Whitney-Test; ere-P
ben mit negativer Amplifikation; f - Median (minidest Wert-maximaler Wert)
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3.5.6 Laktat

Wie im Falle von Magen undejunumwurde die metabolische Aktivitat d€lolon ascen-
densMikrobiota anhand der Konzentrationen von L(+)duD(-)-Isomeren begutachtet. Da-
bei ist zunachst festzuhalten, dassGolon ascendenweniger Laktat gemessen wurde als im
Magen und imJejunum Die Entwicklung des Gesamtlaktatgehalts entspmnaatwa der im
Magen und teilweise indejunum In der Saugperiode wurde mehr Laktat als nach Albget-
zen gemessen, wobei qualitativ an allen Beobacktaggn aul3er dem 28. Tag @olonder
Probiotikum-Gruppe mehr Laktat gemessen wurderalder Kontrolle. Dabei ergaben sich
am 31., 35. und 56. Tag teilweise statistisch §ikpmte Unterschiede zwischen beiden Ftte-
rungsgruppenp=0,04-0,11) Abb. 28A, Tab. A37).
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Abb. 28: Laktat imColon ascendender Versuchsferkel

(Mediane und einzelne Werté;, — Gesamt-LaktatB - Verhaltnis L/D-Laktat;p-Signifikanzen
nach Mann-Whitney-Tesp*<0,1, p** <0,05)

Bei der Untersuchung der prozentualen Anteile jddemers am Gesamtmilchsduregehalt
zeigte sich, dass mit zunehmendem Alter das Verisalon L- zu D-Laktat weitgehend auf
gleichem Niveau blieb. Dabei war der Anteil der )BiGomere hoher als der der L(+)-
Isomere. Die relativen Werte fur die L(+)-Isomeagén in der Probiotikum-Gruppe zu allen
Messzeitpunkten hoher als in der Kontrolle. Diepgenabhéangigen Unterschiede erwiesen
sich aber nur fur den 56. Tag als statistisch &lgmt (p=0,10) Tab. A38).

Einen Uberblick zur Dynamik der L(+) und D(-)Isoraates Laktats in Form des Verhaltnis-
ses von L- zu D-Laktat liefeAbb. 28B.
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3.5.7 Ammoniumionen-Konzentration

Die proteolytische Aktivitat de€olon ascendenrBlikrobiota wurde, analog zur Vorgehens-
weise beimlejunum anhand der Ammoniumionen-Konzentration beweBRabei waren die
gemessenen Werte insgesamt hoher aldejomum wobei imColon ascendengbenfalls wie
im Jejunummit zunehmendem Alter immer weniger Ammoniumionachgewiesen wurden
(Abb. 29, Tab. A39. Die bei der Ammoniumionen-Messung ermitteltenri&eeigten die
gleiche Tendenz wie indejunum Die NHs-Konzentration in den Proben der Probiotikum-
Tiere war niedriger als bei der Kontrollgruppe, raiisnahme des 56. Tags. Wiederum wie

schon beindejunumwar der Unterschied statistisch insignifikant.
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Abb. 29: Ammoniumionen-Gehalt il©olon ascenderder Versuchsferkel (Mediane und einzelne
Werte)

3.5.8 Konzentration von fliichtigen Fettsduren inColon ascendens

Um die metabolische Aktivitat der gesamtgalon-Mikrobiota zu bewerten, wurden, analog
zum Jejunum die Gehalte von Essig-, Propionf Butter- undi,n Valeriansaure sowie ihre

Summe ermittelt.

Gesamtaziditat und Essigsaure

Eingangs ist zu bemerken, dass sichGulon beider Gruppen im Vergleich zudejunum
deutlich mehr flichtige Fettsauren fanden. Dabgidi@ Summe aller gemessenen Fettsauren
am 7., 31. und 56. Tag in der Probiotikum-Gruppledndls in der Kontrollgruppé\bb. 30).
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Abb. 30: Gehalt von flichtigen Fettsduren (Summe aller gsereen Fettsduren, mmol/L) im
Colon ascendender Versuchsferkel (Mediane und einzelne Werte)

In der Probiotikum-Gruppe war an diesen Tagen alielEssigsaurekonzentration hoher als
in der Kontrolle, ohne dass statistisch signifikabinterschiede zwischen beiden Gruppen zu
verzeichnen gewesen warerap. 30). Mit Blick auf die zeitliche Entwicklung bei dé&ssig-
saure in beiden Gruppen zeigte sich analog Zejunum dass die Konzentration (in absolu-
ten Werte wie in prozentualen Anteilen) nach Beglen Gabe von Festfutter und nach dem
Absetzen (31., 35., 56. Tag) insgesamt héher veamatler Saugperiode. Die Prozentanteile
der Essigsaure an allen Fettsauren waren in déid®itaum-Gruppe an allen Tagen mit Aus-

nahme des 7. Tag héher und teilweise tendenzi@Beagrals in der Kontrollgruppe.

Tab. 30: Essigsaure-Gehalt i@olon ascendender Versuchsferkel

Konzentration [mmol/L] Relativer Anteil [in % d&umme aller gemes-

senen fliichtigen Sauren]

Kontrolle Probiotikurf n° P° Kontrolle Probiotikum P

7 22,4§ 23,85 4/5 1,00 62,04 58,05 0,10
(3,43-33,15) (13,34-26,59) (57,21-71,22) (55,91-60,71)

14 24,58 23,43 5/5 0,75 56,31 61,63 0,10
(7,79-47,73) (14,63-25,75) (39,59-59,3) (55,21-119,8)

28 50,09 40,91 5/5 0,92 60,79 62,19 0,35
(16,85-68,37) (11,67-82,33) (49,37-62,14) (54,63-65,44)

31 66,89 77,51 5/5 0,18 60,23 65,55 0,11
(46,17-73,70) (61,10-112,6) (55,14-61,51) (55,88-66,72)

35 80,36 64,31 5/5 0,75 62,23 63,86 0,75
(27,43-106,2) (49,30-92,77) (58,5-67,31) (58,12-64,54)

56 70,89 81,70 5/5 0,47 58,82 63,40 0,75

(65,65-86,94)

(48,98-126,3)

(56,24-69,87)

(55,43-67,55)

a -Futterungsgruppe; b - Anzahl der untersuchtebdtr; ¢ - Signifikanz nach Mann-Whitney-Test; d

- Median (minimaler Wert-maximaler Wert)
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Propionsaure

Die Konzentration der Propionséure lag in der Rytokum-Gruppe, wie schon beidejunum
wéahrend der Milchdiat (7., 14. Tag) und am 56. hidber als in der Kontrollgruppe, nach
Gabe des Prastarters (28. Tag) und nach dem Abs@te 35. Tag) hingegen niedriger. Sta-
tistisch signifikante Unterschiede ergaben sich lmeztglich der prozentualen Verhaltnisse
am 28. Tag @=0,009) Tab. 31). Wie bei der Essigsaure lag die KonzentrationRlepion-
saure in beiden Gruppen in der Saugperiode niedaigenach dem Absetzen, die Anteile am

gesamten Sauregehalt dagegen im Gegensatz zus&issign der Saugperiode hoher.

Tab. 31: Propionsaure-Gehalt iolon ascendender Versuchsferkel

Alter Konzentration [mmol/L] Relativer Anteil [in % d&umme aller
gemessenen flichtigen Sauren]
Kontrolle Probiotikurf n° Pt Kontrolle Probiotikum P
7 5,57 9,80 4/5 0,33 20,69 26,76 0,22
(0,94-16,94) (5,58-14,07) (12,69-30,46)  (21,19-31,36)
14 8,37 9,62 5/5 0,92 22,31 25,62 0,75
(4,22-18,49) (0,91-12,22) (8,36-30,52) (3,36-49,24)
28 18,22 10,19 5/5 0,35 21,56 16,90 0,009
(5,88-27,96) (3,90-24,69) (19,79-28,39)  (16,09-18,65)
31 29,83 26,00 5/5 0,75 24,80 20,77 0,11
(17,08-33,57) (20,52-35,24) (22,75-27,68)  (17,66-28,73)
35 25,21 20,71 5/5 0,92 19,74 20,80 0,60
(7,87-32,06) (17,40-29,90) (15,98-22,51)  (18,71-24,42)
56 24,88 26,18 5/5 0,75 19,88 18,90 0,60
(19,28-28,96) (17,70-31,93) (15,5-25,32) (16,04-24,01)

a -Futterungsgruppe; b - Anzahl der untersuchtebdtr; c - Signifikanz nach Mann-Whitney-Test; d

- Median (minimaler Wert-maximaler Wert)

n-Buttersaure

Der n-Buttersaure-Gehalt inColon ascendender Probiotikum-Tiere war wie indejunum

nach dem Absetzen (31., 35. und 56. Tag) hohanalsr Kontrollgruppe. In der Saugperio-

de, mit Ausnahme des 7. Tag, lagen hingegen dspesthenden Werte in der Probiotikum-

Gruppe niedriger als in der Kontroll€gb. 32). Im Unterschied zurdejunumzeigte die Ent-

wicklung Uber die Zeit bei der-Buttersdure eine Tendenz: Nach dem Absetzen ergabtien

sowohl absolut als auch relativ hohere Werte rdButtersaure als in der Saugperiode. Als

tendenziell signifikant erwies sich allerdings mim Unterschied bei den prozentualen Antei-
len (28. Tagp=0,11).
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Tab. 32: n-Buttersaure-Gehalt ifdolon ascendender Versuchsferkel

Relativer Anteil [in % d&umme aller gemes-
senen fliichtigen Séauren]

Konzentration [mmol/L]

Kontrolle Probiotikurf n° pPe Kontrolle Probiotikum P

7 2,10 3,48 4/5 0,46 7,32 8,47 0,46
(0,41-6,13) (1,86-3,79) (4,83-13,17) (5,96-9,23)

14 8,58 2,81 5/5 0,25 10,97 6,94 0,25
(0,94-15,31) (1,33-4,19) (6,77-24,66) (4,91-21,43)

28 10,17 5,98 5/5 0,75 9,32 11,99 0,11
(2,06-13,06) (3,52-17,49) (7,36-12,87) (9,43-16,50)

31 10,44 12,59 5/5 0,47 9,46 10,72 0,75
(7,10-17,32) (12,36-15,38) (8,01-15,01) (9,06-11,51)

35 14,94 15,45 5/5 0,75 11,19 11,94 0,25
(5,25-18,33) (8,57-19,13) (9,47-13,09) (10,27-14,64)

56 17,47 21,06 5/5 0,60 13,86 12,71 0,60

(13,99-20,66) (10,29-22,31) (11,24-16,99) (10,54-15,84)

a -Futterungsgruppe; b - Anzahl der untersuchtebdtr; c - Signifikanz nach Mann-Whitney-Test; d
- Median (minimaler Wert-maximaler Wert)

n-Valeriansaure

Der Gehalt vom-Valeriansaure in€olonascendensler Probiotikum-Ferkel war absolut wie
relativ am 7. und 56. Tag hoher und am 14., 28.u8d 35. Tag niedriger als in der Kontrol-
le. Tendenzielle Unterschiede zwischen den Grupoemten allerdings erneut nur bei eini-
gen prozentualen Anteilen registriert werden (79,T#=0,09; 31. Tagp=0,11) [Tab. 33.
Wie bei der Essig- und-Buttersdure wurde auch von deWaleriansaure in der Saugperiode

insgesamt weniger gebildet als nach dem Absetzen.

Tab. 33: n-Valeriansaure-Gehalt if@olon ascendender Versuchsferkel

Alter Konzentration [mmol/L] Relativer Anteil [in % d&umme
aller gemessenen flichtigen Saurer |
Kontrolle Probiotikur n° Pt Kontrolle Probiotikum P
7 0,25 0,35 3/5 0,09 0,54 0,96 0,18
(0,22-0,30) (0,16-1,48) (0,53-1,04) (0,74-3,34)
14 1,37 0,91 4/5 0,33 1,95 2,18 0,62
(0,36-2,61) (0,30-1,50) (1,03-4,20) (1,17-6,10)
28 2,35 1,66 5/5 0,92 2,62 2,52 0,92
(0,62-3,89) (0,93-2,74) (1,16-3,53) (1,99-4,34)
31 2,90 2,47 5/5 0,60 2,41 2,05 0,11
(1,31-3,37) (1,79-3,04) (1,74-2,92) (1,46-2,66)
35 3,44 1,90 5/5 0,35 3,19 2,27 0,47
(1,56-6,11) (1,58-4,43) (2,18-4,12) (1,15-4,20)
56 2,54 4,88 5/5 0,35 2,28 3,60 0,47
(1,40-6,80) (1,50-5,52) (1,07-5,39) (1,04-3,93)

a -Futterungsgruppe; b - Anzahl der untersuchtebdtr; ¢ - Signifikanz nach Mann-Whitney-Test; d

- Median (minimaler Wert-maximaler Wert)

i-Buttersaure

Die absolute Produktion varButtersaure inColon ascendender Probiotikum-Tiere war am
14. und 35. Tag geringer als in der Kontrollgruppemessen am Prozentanteil an allen Fett-
sauren lag der Gehalt deButtersdure in der Probiotikum-Gruppe am 14., 28.,und 35.

Tag niedriger als in der Kontrollgruppe. Am 7. 5@l Tag dagegen lagen sowohl die absolu-
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ten Werte als auch die relativen Anteile d@uttersdure imColon der Probiotikum-Ferkel

hoher als bei der Kontrolltiere (56. Tag0,11) Tab. 34). Im Unterschied zundejunum
wurde in der Saugperiode insgesamt mdButtersaure produziert als nach dem Absetzen.

Tab. 34:i-Buttersaure-Gehalt ir@olon ascendender Versuchsferkel

Alter Konzentration [mmol/L] Relativer Anteil [in % d&umme
aller gemessenen fliichtigen Saurer |
Kontrolle Probiotikur n° pe Kontrolle Probiotikum P
7 0,43 0,63 3/5 0,88 0,98 1,38 0,46
(0,21-1,40) (0,28-0,90) (0,92-2,51) (1,26-2,04)
14 1,66 0,78 5/5 0,35 2,74 1,89 0,47
(0,19-5,38) (0,41-1,22) (1,34-8,66) (1,51-3,98)
28 1,54 1,75 5/5 0,92 2,03 1,61 0,92
(0,61-2,85) (0,30-2,26) (1,22-2,81) (1,4-4,44)
31 1,42 1,65 5/5 0,25 1,31 1,08 0,92
(1,05-1,59) (1,06-1,98) (0,87-1,89) (0,81-1,73)
35 1,13 0,91 5/5 0,47 1,02 0,98 0,47
(0,76-3,98) (0,48-1,52) (0,59-3,62) (0,45-1,4)
56 0,44 1,18 5/5 0,18 0,35 0,94 0,12
(0,23-0,97) (0,29-1,92) (0,17-0,77) (0,24-1,03)

a -Futterungsgruppe; b - Anzahl der untersuchtebdtr; c - Signifikanz nach Mann-Whitney-Test; d
- Median (minimaler Wert-maximaler Wert)

I-Valeriansaure

Die Konzentration dei-Valeriansaure inColon ascendenkag in der Probiotikum-Gruppe
sowohl hinsichtlich der absoluten Werte als auchBtick auf die Prozentanteile niedriger als
in der Kontrolle (signifikant am 56. Tag=0,04) (Tab. 35. In der Saugperiode (7., 14. und
28. Tag) lag bei den Probiotikum-Ferkeln auf Bakgs absoluten Werte dievValeriansaure-
Konzentration hdher, die prozentualen Anteile hgegeniedriger als in der Kontrollgruppe.
Wie bei dern-Buttersaure nahm die Konzentration d&faleriansdure nach dem Absetzen im

Vergleich zur Saugperiode stark ab.

Tab. 35:i-Valeriansaure-Gehalt if@olon ascendender Versuchsferkel

Alter Konzentration [mmol/L] Relativer Anteil [in % d&umme
aller gemessenen flichtigen Saurer |
Kontrolle Probiotikur n° P¢ Kontrolle Probiotikum P
7 0,87 1,74 4,34 4,00
(0,68-2,47) (0,58-2,15) 45 081  (1,47-13,62) (2,54-4,86) 0,46
14 1,54 1,56 5,06 4,40
(0,08-9,02) (1,04-2,01) 5/5 0,92  (0,16-14,53) (3,97-7,97) 0,92
28 2,93 3,03 3,25 4,78
(1,27-4,13) (1,04-3,67) 5/5 0,92 (2,84-4,65) (2,27-7,21) 0,60
31 1,81 2,05 1,50 1,20
(1,20-2,23) (0,89-2,45) 5/5 0,47 (1,04-2,65) (0,81-2,14) 0,75
35 1,51 1,13 1,69 1,06
(1,46-4,00) (1,06-1,54) 5/5 0,05 (0,98-6,56) (0,78-1,82) 0,25
56 1,30 0,82 0,99 0,97
(0,66-2,41) (0,73-1,82) 5/5 0,47 (0,59-1,98) (0,55-1,03) 0,35

a -Futterungsgruppe; b - Anzahl der untersuchtebd®r; ¢ - Signifikanz nach Mann-Whitney-Test; d
- Median (minimaler Wert-maximaler Wert)
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3.5.9 Zusammenfassun@olon ascendens

Wahrend der Saugphase (7., 14. Tag) wies das pisidtie E. faeciumNCIMB 10415 eine
fordernde Wirkung autactobacillus spp., Enterococcus spp., Bifidobacte spp.und auf
alle getesteten Spezies auf. Wie bereits im Mageitagen auch ir€olon ascendendie pro-
zentualen Anteile dieser bakteriellen Gruppen in Bebiotikum-Gruppe hdher als in der
Kontrollgruppe — statistisch signifikante Untersade zwischen den beiden Gruppen ergaben
sich allerdings nur fUEnterococcus sppund L. johnsonii Analog zu Magen undejunum
wurde eine hemmende Wirkung des untersuchten grstien Stamms augscherichia spp.
beobachtet. In der Saugphase war aul3erdem — avieesthon im Magen — ir@olon ascen-
densder Probiotikum-Gruppe eine relativ h6here Laktatizentration (darunter insbesonde-
re L(+)-Isomere) zu verzeichnen, wobei die Diffeaem zwischen beiden Fltterungsgruppen
wiederum statistisch nicht signifikant waren. Ghags gilt flr die Fettsduren, wenngleich die
prozentualen Anteile von Propion-, n-Butter und alériansaure bei den Probiotikum-Tieren

hoher lagen als in der Kontrolle.

Der Ubergang zum Festfutter bzw. zur Verfutterueg @robiotikums in Form der Beimi-
schung zum Starterfutter fihrte, analog zu Magesh Jejunum,zur Verringerung der Zell-
zahlen belactobacillus spp., Bifidobacterium spp. amylovorus, L. mucosasd L. reute-

ri. Die prozentualen Anteile voBnterococcus spp., L. johnsonii, L. mucosae€ L. reuteri
lagen allerdings in der Probiotikum- héher als én Hontrollgruppe, wohingegen die Popula-
tion derEscherichia sppsowohl absolut als auch relativ kleiner war alglén Kontrolle.Wie

am 7. und 14. Tag wurden weiterhin in der ProbigtikGruppe hohere Laktat-Werte gemes-
sen. Die Konzentration der flichtigen Fettsduremerden Gruppen zeigte keine statistisch
signifikanten Unterschiede. Rein numerisch warégrdihgs Konzentrationen von Essig- und

n-Buttersaure in der Probiotikum- héher als inidentrollgruppe.

Kurz nach dem Absetzen, am 31. Tag, war eine fakeWirkung von dent. faecium
NCIMB 10415 aufPopulationen vohactobacillus spp.Enterococcus spp., L. amylovorus, L.
johnsoniiund L. reuteri zu beobachten. Auch die prozentualen Anteile foerococcus
spp.,L. johnsoniiund L. reuteriwaren in der Probiotikum-Gruppe héher als in dentfolle.

Im Weiteren, am 35. Tag bzw. eine Woche nach desetxien, wies der untersuchte probio-
tische Stamm eine férdernde Wirkung auf Populationen Enterococcus sppund Lactoba-
cillus spp.auf. Ebenso wie am 31. Tag waren die prozentualgrilk vonEnterococcus spp.
und L. reuteriin der Probiotikum-Gruppe gréf3er. Sowohl am 31. @lgauch am 35. Tag
wurden in der Probiotikum-Gruppe héhere Laktat-Kamtzationen (L-lIsomere) beobachtet.

Bei den Konzentrationen von flichtigen Fettsduregaleen sich insgesamt keine statistisch
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signifikanten Unterschiede. Zahlenmafig waren dmnz€ntrationen von Essig- und n-

Buttersaure in der Probiotikum-Gruppe aber hohemater Kontrolle.

Zum letzten Messzeitpunkt — vier Wochen nach dersefden od. am 56. Tag — liel3 sich wie
bei Magen undejunumeine fordernde Wirkung voB. faeciumNCIMB 10415auf die Popu-
lationen vonLactobacillus spp., Enterococccus spp., Bifidobaete spp.,sowie alle geste-
steten Laktobazillen-Stamme beobachten. Dabei lageh die prozentualen Anteile v&m-
terococcus sppsowie samtlicher Laktobazillen-Stammiee. (euteri, L.amylovorusin der
Probiotikum-Gruppe héher als in der Kontrollgruppealog zu den anderen Messlokalisati-
onen wurden inColon ascendenan diesem Tag bei den Probiotikum-Ferkeln hoheaidai-
Konzentrationen gemessen. Ferner konnten héheral@dhuchtiger Fettsauren festgestellt
werden: So waren bei den Probiotikum-Tieren die 2émtrationen von Essig-, Propion-, n-

Butter, i-Butter und n-Valeriansaure hoher alsen idontrollgruppe.
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4. DISKUSSION

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Einflugs dProbiotikumsEnterococcus faecium
NCIMB 10415 auf die Mikrobiota des gastrointesterallraktes von Ferkeln unter Ruckgriff
auf molekularbiologische Methoden (Real-Time PCIEG&E) zu untersuchen. Die Analyse
sollte Aufschluss dariiber geben, ob durch frihgeitiProbiotikaeinsatz — ab dem 1. Lebens-
tag — die gastrointestinale Mikroflora (vor alldractobacillus spp.von Ferkeln quantitativ
und qualitativ modifiziert werden kann. Dies un@ @inalyse der bakteriellen Stoffwechsel-
aktivitat sollten zeigen, ob die Widerstandsfahigkier Mikrobiota gegen Krankheitserreger
an kritischen Lebenspunkten (Wechsel der Diat, #desg durch Probiotikagabe erhdht wird.
Weiterhin wurde mit dieser Forschungsstudie derbl#b des zugefiihrten Stammes im
gastrointestinalen Trakt der Ferkel untersucht ubdrprift, ob die fir die Analyse ausge-

wahlten Laktobazillen-Spezies einem probiotischitigtén Einfluss unterliegen.

4.1 Methodenkritik

Der Einfluss des probiotischémterococcus faeciuldCIMB 10415 auf die gastrointestinale
bakterielle Besiedlung der Ferkel wurde mithilfe deantitativen Real-Time PCR untersucht.
Durch Anwendung spezifischer Primer wurden in detersuchten Proben sowohl die Quan-
titat einzelner bakterieller Gruppek&rterococcus spp., Lactobacillus spp., Bifidobaater
spp., Escherichia sppals auch die Quantitat der einzelnen Spediastpbacillus acidophi-
lus, L. amylovorus/L. sobrius, L. johnsonii, L. ros&e, L. reutersowie Enterococcus faeci-
umund Enterococcus faecalierfasst. In einer Reihe von Vorversuchen wurdamedeinige
analytische Charakteristika der Real-Time PCR imgl&ch zur klassischen Kultivierung

ermittelt.

Es muss hervorgehoben werden, dass die GenaudgkeQuantifizierung einzelner bakteriel-
ler Gruppen und Spezies mittels des Nachweisesfisgber bakterieller Nukleinsaurese-
quenzen (z.B. 16S od. 23S rDNA) bzw. mithilfe voeaR ime-PCR von vielen Faktoren ab-
hangt. Zu den wichtigsten zahlt die Einwirkung whisdener PCR-Inhibitoren. Die
Einflussfaktoren (Inhibitoren) konnen sowohl Eirstuauf die Zelllyse wahrend der DNA-
Extraktion nehmen als auch die Nukleinsdure degradiund die Aktivitat defagq DNA-
Polymerase hemmen (KONTANIS & REED, 2006). Wahrded Durchfihrung der RealTi-
me-PCR konnen die Inhibitoren auch die Aktivitat @NA-bindenden Farbe (z.B. SYBR
Green I) schwéachen, was eine Reduzierung der Faekiile, die sich mit der doppelstrangi-
gen DNA verbinden, bewirken, und auf diese Weiseeingr Blockierung der Fluoreszenz-
signale und zu unkorrekten Ergebnissen filhren K&nSOUD & RADSTROM, 2000;
MONIS et al., 2005).
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Eine Reihe von Substanzen der Probenmatrix (z.Bndggobin, Urin, Heparin, Glykogen,

Fett, Ca2+, Phenol-Reste, Huminsaure, Schwermgtatienen als PCR-Inhibitoren bei der
Durchfihrung der PCRs auftreten und zu einer dengh Verringerung der Effizienz der Re-
aktion fuhren (WILDE, 1990; WILSON, 1997; MONTEIRE& al., 1997). Auch Bakterien

kénnen inhibitorische extrazellulare SubstanzeB.(Rolysacharide) produzieren, die zu-
sammen mit anderen Inhibitoren nichtbakteriellerkddaft den Nachweis und die Quantifi-

zierung der Zielsequenz einzelner Spezies in kilivea- oder Umwelt-Proben deutlich er-
schweren kénnen (MONTEIRO et al., 1997; PIRNAY kt 2000; KUBISTA et al., 2006).

Um mogliche Komplikationen bei der Analyse zu vegern und die bestmdgliche Prazision
der Quantifizierung spezifischer DNA zu erreichemnrden verschiedene Methoden entwi-
ckelt, welche die Gewinnung der DNA aus biologisoh@aterial maximieren und die Ziel-

sequenz vor PCR-Inhibitoren schitzen. Infolge dschen Entwicklung der molekularbiolo-
gischen DNA-Analytik, die vorwiegend auf der AmijMdetion gewlinschter Sequenzen
basiert, wird allerdings regelmafiig von neuen nobgin PCR-Inhibitoren berichtet, so dass
die Frage nach der Genauigkeit der Quantifizierdeg spezifischen Sequenzen nicht ab-

schlielend beantwortet werden kann.

Die Berucksichtigung der inhibitorischen Effekte Rroben-Matrix sowie die Wirkung aller
anderen maglichen Inhibitoren wurde bei der hierrgestellten Real-Time PCR-
Quantifizierung durch die Anwendung eines Standdrdstehend aus einer Kalibrierreihe aus
DNA-Extrakten kunstlich inokulierter Faeces-Probgewahrleistet. Damit wurde auch die
Vergleichbarkeit der Amplifikationsbedingungen lokein Standard- und Versuchsproben er-
reicht bzw. die Auswirkung maoglichen Inhibitorenalsitet, um systematische Fehler bei der
Durchfihrung der DNA-Extraktion und der darauf fahglen PCR auszuschliel3en.

Die Entscheidung fur Faeces als Proben-Matrix gi#ohufgrund seiner Komplexitat und der
Prasenz zahlreicher bekannter PCR-Inhibitoren. igseth z&hlen sowohl komplexe und zell-
zahlreiche Bakterien als auch verschiedene Sulmtamie mit der Verdauung des Futters
verbunden sind oder unverdauliche Reste des Futtestellen (z.B. Gallensaure, Bilirubin,

Lignine diatischer Fasern) (WILSON, 1997; MONTEIR®Dal., 1997). Weiterhin wurde bei

der Anwendung des Standards aus kinstlich beimpfteben die Tatsache bericksichtigt,
dass fur die Quantifizierung der Ziel-DNA mithilf®on Real-Time PCR vorwiegend Stan-
dards aus reinen bakteriellen Kulturen bzw. ihrkadeschen Verdinnungen verwendet wer-
den, was allerdings ungenaue Ergebnisse bei dentifizi@rung der Bakterien in klinischen

Proben zeitigen kann. In einer Reihe von Studiemi® mittels Real-Time PCR nachgewie-

sen werden, dass in solchen Standard-Proben digtedtem Zellzahlen hoher lagen als die
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ursprungliche Zellkonzentration, die fur die Hellsteg der Kalibrierreihe verwendet wurden
(HE & JIANG, 2005; LAHTINEN et al., 2006; FU et ak006). Dies wird sowohl mit dem
Fehlen inhibitorischer Effekte der Proben-Matrig alich mit der Natur der 16S rRNA-Gene

erklart, die intensiv als Zielsequenz fur die Déegking einzelner Bakterien verwendet wer-
den. Seit einigen Jahren ist bekannt, dass in gessber DNA mehrere 16S rDNA-Operone
existieren kbnnen (COLE & GIRONS, 1994; FARELLYadt, 1995). Dabei kann die Anzahl
der 16S rDNA-Operone pro bakterieller Zelle zwistleens und 15 (beClostridium parado-
xum) variiert (SHARMA et al., 2007). Entsprechend kénrverschiedene Sequenzen haufig
auch mit unterschiedlicher Effizienz amplifizieremden, was zur Unter- oder Uberschatzung
der Ausgangsmengen der detektierten Bakterien fiika@an (MEIJERINK et al., 2001; TI-
CHOPAD et al., 2003). Die Anwendung dgsked-matrixStandards schliel3t dieses Problem
nicht aus, das entsprechend bei der Interpretal@rErgebnisse beachtet werden muss. So
zeigen SELIM et al. (2005), dass die mithilfe voeaRTime PCR und 16S rDNA-Primern
detektierte Zellzahl voactobacillus thermotolerans kinstlich beimpften Faeces-Proben
groBer war als ihre urspringliche Konzentrationimaokulum (Reinkultur vorl. thermotole-

rans).

Betrachtet man die Ergebnisse der Quantifizieruitgl®s rRNA-Primern, sollte zudem die
Sequenz-Heterogenitat der einzelnen 16S rDNA-Ometmericksichtigt werden, die inner-
halb einer Spezies beobachtet werden kann. CARBOA &onnten bereits 1979 nachwei-
sen, dass sieben Gene, welche die 16S rDNAEiaroli kodieren, 16 variable Bereiche ent-
halten. Analoges wurde fiRaenibacillus polymixdNUBEL et al., 1996)Bacillus subtilis
(OGASAWARA et al., 1994)Haemophilus influenza@~LEISCHMANN et al., 1995) und
einige andere Spezies festgestellt.

Festgehalten werden muss weiter, dass die einzbhddariellen Gruppen und Spezies flr die
vorliegende Arbeit ebenso anhand ihrer 16S rRNAeGgmantifiziert wurden. Das Ziel be-
stand in der Quantifizierung der Populationen dimeebakterieller Spezies, deren metaboli-
sche Aktivitat indirekt anhand der Milchsaure-, Aomrak- und fliichtige Fettsauren-
Konzentrationen bewertet werden sollte. Aus diesgmund wurden funktionelle Gene, die
alternativ fur die Detektion von Bakterien verwenderden konnen und in einigen Fallen
mehr Information (vor allem Uber die metaboliscHeitat) liefern als 16S rRNA-Gene, bei
der Auswahl der Zielsequenzen (Primer) nicht besiotkigt. Der Mangel an gesicherten Er-
kenntnissen Uber das Vorhandensein bestimmteritundtter Gene bei fur die Arbeit ausge-
wahlten Spezies im Vergleich zu den umfassendeme®einformationen fiir 16S rRNA-
Gene (z.B. im online verfigbaren RIBOSOMAL DATABASEPROJECT I,
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http://rdp.cme.msu.edubsowie die Verfiigbarkeit entsprechend validieReimer in bereits

veroffentlichen Studien fuhrten zur Wahl der 16 BIARGene als Zielsequenz bei der Durch-
fuhrung der hier vorgestellten Analyse.

Die Prazision der Quantifizierung (Spezifitat undnSitivitat) der Real-Time PCR-Assays
wurde anhand der Ubereinstimmung der PCR-ErgebmigtsResultaten der klassischen Kul-
tivierung bewertet. Aufgrund gewisser Komplikatiorteei der Bestimmung einzelner Spezies
bzw. Stamme bei der Verwendung der klassischenwarting wurden die Ergebnisse beider
Methoden nur mit Blick auf bakterielle Gruppen Jatgen.

Es wurden Differenzen zwischen der Anzahl beimpBakterien und den in selektiven Me-
dien gewachsenen Kolonien festgestellt. Die erretdm Wiederfindungsraten erreichten
Werte zwischen 4,3 und 53,9%. Die grofdten Unteestshizwischen beimpften und spater
wiedergefundenen Zellzahlen (4,3%) wurden auf deedim BHI+1%BIlut registriert, das
fur das Wachstum aller moglichen Bakterien geeigeét soll. Dies scheint aber mit der Zu-
sammensetzung des Inokulums zusammenzuhangen, dashz als der Hélfte aus Bakterien
der Gattund.actobacillusbestand, die i.d.R. nur auf speziellen Medien washgnnen. Die
Wiederfindungsrate der Laktobazillen betrug allegdi auch auf dem selektiven LAS-Agar
nur 8,4%, was ebenfalls mit der Zusammensetzungradsilums erklart werden muss: Die
einzelnen Spezies wuchsen teilweise auch unteredleez Bedingungen in dem flissigen
Medium sehr schlecht und waren moglicherweise auf dligemein fur Laktobazillen entwi-
ckelten LAS-Agar nicht zum Wachstum fahig. Eine tered Erklarung fur die niedrigen Wi-
derfindungsraten auf selektiven Medien kdnnte raihghysiologischen Zustand der bakteri-
ellen Zelle verbunden sein. Es ist bereits bekandgss sowohl ungunstige
Kultivierungsbedingungen (Temperatur, Sauerstofflemtration) als auch einzelne Kompo-
nente des Wachstumsmediums und der Probenmatrbadéteriellen Zellen in einen lebendi-
gen, aber nicht kultivierbarewi@ble but non-culturableyBNC) Zustand versetzen kdnnen
(KELL et al., 1998; YAMAMOTO, 2000). Der Anteil unittivierbarer Zellen kann dabei von
einem Dirittel bis zu 50% der gesamten bakterieRepulation betragen (APAJALAHTI et
al., 2003; BEN-AMOR et al., 2005).

Bei Betrachtung der Sensitivitat beider Methodersseia auch die Messbereiche bertcksich-
tigt werden, in welchen die Berechnung der urspiidhgn Konzentration mdglich war. Bei
der klassischen Kultivierung kann die Ausgangskatration des Probenmaterials normaler-
weise im Bereich von zwei bis drei Verdinnungsstugéemittelt werden, wéhrend bei der
Real-Time PCR spezifische DNA-Sequenzen sowohladrigen als auch in hohen Konzent-

rationen akkurat zu ermitteln sind und der Messbkr8-10 Verdiunnungsstufen umfassen
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kann. Die untere Nachweisgrenze der hier durchgefiihgruppenspezifischen Real-Time

PCR-Assays lag im Bereich von®10 fiir alle Eubakterien, Laktobazillen und Enterkiken

— bis 10 bei Escherichia sppDas Fehlen von Signalen bei Proben mit-1 inokulierten
Zellen kann durch die unvollstandige Homogenisigrdas Inokulums in der Proben-Matrix
bei der Herstellung der Standard-Proben und durehm@i3ige Ruckgewinnung bakterieller
DNA in Proben mit niedrigeren Zellzahlen erklartrden. Die ermittelten Nachweisgrenzen
fur die gruppenspezifischen Primer entsprechen anz@n den Ergebnissen einer Reihe wei-

terer Studien in diesem Bereich.

Abgesehen von den analytischen Nachteilen jedehddiet wurde festgestellt, dass zwischen
den Ergebnissen der klassischen Kultivierung (gbée@ce Kolonien) und der Real-Time
PCR (Anzahl der amplifizierten DNA-Fragmente) ewspiver linearer Zusammenhang be-
steht: Der Korrelationskoeffizient? fiir Lactobacillus sppund Enterococcus spfag bei
0,966 bzw. 0,916 und fur die gesamten Eubakterer0}807. Diese Ergebnisse korrespon-
dieren mit jenen in vergleichbaren Arbeiten: Hohari€lationen zwischen bakteriellen Zell-
zahlen, die mittels klassischer Kultivierung undtets Real-Time PCR detektiert wurden,
werden in den Studien von FURET et al. (2002), JBEVMSTORM et al. (2005) und FU et
al. (2006) ausgewiesen. Die im Vergleich zur Kugiiung groRere Prazision der Ergebnisse
der Real-Time PCR sowie die Einsparungen bei deersuchungszeit und die Reproduzier-
barkeit der Ergebnisse machen die Real-Time PCRidpdgentber der gruppenspezifischen

Quantifizierung von Bakterien zu einer attraktivdternative.

Als noch attraktiver stellt sich die Anwendung vBeal-Time PCR fir die Quantifizierung
einzelner Spezies oder Stamme dar. Wie die gruppeifssche weisen auch die speziesspe-
zifischen Real-Time PCR-Assays eine hohe Sensitiviei der Quantifizierung bakterieller
Zellzahlen auf. So konnten einzelne Spezies im iBereon 16-10" Zellen/g Darminhalt
quantifiziert werden. Die errechneten Werte warbanso wie bei den gruppenspezifischen
Assays hochlinear — die entsprechendeWerte lagen im Bereich von 0,97-0,99, und die
errechnete Effizienz betrug 82,0-98,83%, was wiaakeden in der Literatur zu findenden
Werten nahe kommt. KUBISTA et al. (2006) berichiereiner umfangreichen Studie, dass
ein Wert von 90% eine typische Amplifikationseféinz bei der Detektion von Bakterien in

klinischen Proben darstellt.

Betrachtet man weitere Aspekte der Real-Time POReserwahnt werden, dass die ange-
wendeten Detektionssysteme (SYBR Green | und TagMdmidisierungsprobe) ebenfalls

die Prazision der Quantifizierung der Ziel-DNA b#kissen konnen. Dadurch dass SYBR
Green | jede doppelstrdngige DNA erkennt, zahlseseSystem im Vergleich zu TagMan-
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Hybridisierungsproben zu den weniger spezifischetektionsmethoden (VALASEK & RE-
PA, 2005; MONIS et al., 2005). Es wird auch berthtlass sowohl SYBR Green | selbst (in
bestimmten Konzentrationen) als auch seine Degoadgrodukte als PCR-Inhibitoren wir-
ken kénnen (WITTWER et. al. 1997; NATH et al., 200ARSAI et al., 2002). Da aber
SYBR Green 1 (i) mit allen Primern kompatibel i6t) im Falle unerwiinschter Resultate die
gesamte Reaktion meist nur eine Optimierung der-BE#ngungen und nicht des Primer-
Designs bendtigt und (iii) kostengunstiger ist dis TagMan-Hybridisierungsprobe, bleibt
die Anwendung des darauf basierenden Detektioressgstinter Forschern weltweit sehr ver-
breitet (MONIS et al.2005, ZHANG & FANG, 2006). Ayrind dieser Vorteile und der M6g-
lichkeit, falsch-positive Ergebnisse mit der Reah& PCR-Software mittels einer Schmelz-
Kurven-Analyse der Amplifikationsprodukte zu korllieren, wurde SYBR Green | als De-
tektionssystem auch in den hier beschriebenen Rea-PCR-Assays verwendet und erwies
sich in durchgefuhrten Validierungen als spezifisecid sensitiv. Die gesamte eubakterielle
Population,Escherichia sppundL. reuteriwurden in der vorliegenden Arbeit allerdings mit-
hilfe spezifischer TagMan-Hybridisierungs-probernettéert, wobei die entsprechenden As-
says variablere und weniger homogene Werte (Ct&Ve&iffizienz) aufwiesen als die SYBR
Green I-Assays. Abschliel3end muss erwahnt werdess, weder die Ergebnisse der Quantifi-
zierung spezifischer Sequenzen mithilfe von TagNaoken noch anhand von SYBR Green
I-Assays Schlussfolgerungen Gber den physiologiséuesstand der Zelle zu geben vermégen.
Es werden spezifische DNA-Fragmente sowohl lebemdierauch toter, beschadigter oder
VNBC-Zellen amplifiziert bzw. quantifiziert (VALASEK & REPA, 2005).

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass raitigf angewandten Real-Time PCR-
Assays (im Vergleich zur Kultivierung) die ausgevtgih bakteriellen Gruppen und Spezies
spezifisch und sensitiv sowie mit gro3er zeitlickgsparnis und hoher Reproduzierbarkeit
der Ergebnisse detektiert und quantifiziert werk@nnen. Die Anwendung der Standards aus
beimpften Proben bertcksichtigt die Wirkung der dat Proben-Matrix verbundenen PCR-
Inhibitoren und garantiert dadurch die Prazision Qeantifizierung. Bei der Interpretation

der Ergebnissse mussen aber sowohl die Natur dektabeten Sequenzen (besonders im Fal-
le von 16S rRNA) als auch die Eigenschaften degwagdten Detektionssystems (SYBR
Green |, TagMan) beachtet werden. Auf Schlussfoilggen hinsichtlich des physiologischen
Zustands der bakteriellen Zellen bzw. ihrer metgloben Aktivitat solle bei der Betrachtung

der Real-Time PCR-Resultate daher verzichtet werden
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4.2E. faeciumNCIMB 10415 im Magen-Darm-Trakt der Ferkel

Fiur eine umfassende Darstellung des EinflussepmdsotischerE. faeciumNCIMB 10415
auf die ausgewahlten Parameter der gastrointestifdikrobiota der Ferkel war es wichtig
zu wissen, ob der verfutterte Stamm die verschiedldPassagen im Darm Ubersteht und in
welchem Umfang probiotischen Zellen wiederzufinderd. Der probiotische Stamm wurde
dabei quantitativ Uber eine SYBR-Green Real-Tim&Rat Primern detektiert, die spezifi-
sche Sequenzen der einzigartig@nerococcus faeciuldCIMB 10415-Plasmide enthalten.

Der Literatur zufolge kann ein probiotischer Stanfrakterielle Gemeinschaften nur
beeinflussen, wenn er eine Konzentration von mitetiss16-10° koloniebildenden Einheiten
(KbE) pro Gramm intestinalem Inhalt (Digesta) austgFUJIWARA et al., 2001). Die
Dosierung sollte dabei nach JONSSON & CONWAY (1988)lich 16-10"* probiotische
Zellen pro Tier oder 1010’ Zellen pro Gramm Futter betragen. Mit Blick aué diellzahlen
pro Gramm intestinalem Inhalt muss auch erwahntlarerdass es nur wenige Studien gibt,
welche die Wiederfindungsraten verfitterter Baleribestimmt haben, und dass die
Mehrzahl dieser Studien die probiotischen Bakteneitels Kultivierung bestimmt haben. In
Anbetracht des derzeitigen Kenntnisstandes beziigRtysiologie und Lebenszyklus
bakterieller Zellen und der Madoglichkeiten préazisBretektierung von Bakterien auf

molekularem Niveau sollten diese Resultate mit Bhtlhetrachtet werden.

In der hier vorliegenden Analyse war die hochstezémtration der probiotischdh faecium
NCIMB 10415-Zellen, unabhangig von der Dosierung, ga. 10-10° Zellen/g Feuchtmasse
an allen Beobachtungstagen @olon ascendenzu beobachten. Der Magen und das distale
Jejunumwaren signifikant weniger stark (ca00* Zellen/g FM) als da€olon ascendens
mit dem probiotischen Stamm besiedelt, wobei im &agiederum signifikant hohere Zell-
zahlen registriert werden konnten alsJejunum Die hohen Zellzahlen ir€olon ascendens
weisen dabei auf die Fahigkeit der verfuttertenbtischen Zellen hin, den Transit durch
Magen und Dunndarm in einem vermehrungsfahigenhypothetisch auch metabolisch ak-
tiven Zustand zu Uberleben. Des Weiteren konnervelischiedenen Konzentrationen durch
unterschiedliche Transitzeiten der Digesta bzwsiB&mzzeiten der probiotischen Zellen in
den genannten Lokalisationen (FRETER, 1992) erki@riden. NOUSIAINEN et al. (2004)
vermuten, dass auch unterschiedliche physiologiscitemorphologische Bedingungen, die
Anwesenheit bzw. das Fehlen spezifischer Adhastaeptoren oder eine mdgliche Produkti-
on inhibierender Substanzen durch indigene StammleSpezies die Konzentration und die

Persistenzdauer probiotischer Bakterien beeinflus€mnen. Mit Ausnahme der absoluten
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Zellzahlert spiegeln die vorgelegten Ergebnisse die Resultaiterer Studien zum Thema
wider: MACHA et al. (2004) und STROMPFOVA et al.0@b6) stellten bei der Detektion
probiotischer Enterokokken im Magen-Darm-Trakt Feerkeln ebenso fest, dass die proxi-
malen Abschnitte des gastrointestinalen Traktesg@a Dunndarm) geringere probiotische

Zellzahlen aufwiesen als die distalen (Dickdarm Bedtun.

Beim Vergleich der hier vorgestellten Ergebnisseden Resultaten anderer Studien missen
Unterschiede in den Messeinheiten — Zellzahl/g Renasse bzw. Zellzahl/g Trockenmasse —
bertcksichtigt werden. Da eine gewisse Massediifemvischen Feucht- und Trockensub-
stanz betsteht, liegen pro Gramm Trockensubstamerieete bakterielle Zellzahlen héher als
Zellzahlen, die pro Gramm Feuchtmasse ermitteltdemr Auch die lokalen Differenzen
(Magen,Jejunum, Colopdes Verhaltnisses von Feucht- zu Trockenmasseentisedacht
werden: Das Verhdltnis betragt im Magen 1:10,Jejunuml:6 und imColon 1:2 (VAHJEN,
2007). Allerdings wurden in der vorliegenden Arkebenso wie in den Studien von MACHA
et al. (2004) und STROMPFOVA et al. (2006), mit elerdie Ergebnisse primér verglichen
werden, die Berechnungen im Hinblick auf die Feondgse durchgefihrt.

Hinsichtlich der zeitlichen Dynamik lasst sich fegten, dass die starkste Besiedlung des
gastrointestinalen Traktes niit faeciumNCIMB 10415-Zellen wahrend der Saugphase bzw.
wahrend der Supplementierung des Probiotikums inrmFodes Inokulums mit
4,8x10(+0,46x10) KbE/ml pro Tag erfolgte. Detektiert wurden dabéerte von 4,07 bis
6,31 (log Zellzahl/g Feuchtmasse). Mit Beginn dab& des Prastarters (ab dem 14. LT) er-
hielten die Tiere eine hthere Probiotikum-Dosierwom 4,8x18(x0,46x10) KbE/ml als
Inokulum und 1,6x1@+0,3x10) KbE/g Futter als Beimischung. Die Konzentratiar gro-
biotischen Bakterien erhdhte sich aber in keinerwtgersuchten Lokalisationen. Nach dem
Absetzen und der Verringerung der probiotischen i©osm Starterfutter (auf
4,1x10(+3,9x1¢) KbE/g) lagen die probiotischen Zellzahlen mitBI8s 4,58 (log Zellzahl/g
FM) niedriger als in der Saugphase. Abgesehen vamabsoluten Zellzahlen entsprechen
auch diese Ergebnisse jenen der bereits genanrtehes von MACHA et al. (2004),
STROMPFOVA et al. (2006) und FUJIWARA (2001): Dieximmale Wiederfindungsrate der
probiotischenE. faeciumNCIMB 10415 E. faeciumEK 13 bzw.Bifidobacterium longum
SBT 2928 wurde von den Autoren jeweils nach etwereiWoche ab Beginn der Probioti-
kum-Supplementierung verzeichnet. Zu spateren Bddbagspunkten bzw. nach weiterer

Verfutterung des Probiotikums lagen die probiotest&ellzahlen niedriger als vorher.

! Da die Detektion der probiotischen Bakterien im d@alysierten veréffentlichen Studien mithilfe sehiede-
nen Methoden (Kultivierung auf dem SelektivmediuRAPD-PCR, Kolonie-Hybridisierung) durchgefuhrt
wurde, kénnen die absoluten Zellzahlen aufgrund dieergierenden analytischen Mdéglichkeiten jedegean
wandten Methode nur unter Berlicksichtigung der Nackl Vorteile jeder Methode verglichen werden.
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Die Unfahigkeit der Uberschissigen Mengen an ptidgioen Zellen, ihre Kolonisierung im

gastrointestinalen Trakt zu erhdhen, kann mit déskivig verschiedener Mechanismen er-
klart werden, mit denen der Wirtsorganismus dasuRdipnsniveau indigener und exogenen
Bakterien kontrolliert und in einem Gleichgewichistand hélt. Dazu zahlen spezifische Be-
dingungen des Magen-Darm-Traktes (pH, Sauerstafie@sauren), die Darm-Morphologie
und Peristaltik, die Existenz der mukosalen Bagriend die Immunantwort des lokalen
(Darm-)immunsystems (z.B. TLRs, NLRERETER, 1992; BERG 1996; VAN KESSEL et
al., 2004; FALK et al., 1998; HOOPER & GORDON, 20MAGALHAES et al., 2007).
Auch Interaktionen probiotischer Bakterien mit amsteMitgliedern der intestinalen Mikrobi-
ota — sowohl durch Reaktionen auf antimikrobiellmponenten (Bakteriozine) anderer Spe-
zies und ihre metabolische Produkte (flichtigedaetten, Wasserstoffperoxid) als auch durch
die Wirkung spezifischer Bakteriophagen — kdnnefnvauschiedene Weisen die probiotische
Kolonisierung des Magen-Darm-Traktes negativ bégessen (DU TOIT et al., 2000; DE
VUYST et al.,, 2003; RODRIGES et al.,, 2003; OUWEHAND VESTERLUND 2004,
COLLADO et al., 2005). Die genannten Grinde kénserauch zur Erklarung der niedrigen
Widerauffindungen probiotischer Bakterien im gasti@stinalen Trakt beitragen. Je nach
verwendetem Stamm (vorwiegend sind Daten Uber mibigischen Laktobazillen und Bifi-
dobakterien verfigbar) und angewandter Detektiesnmeghode wird auch in der Literatur
berichtet, dass die Wiederfindungsraten fur pragtbie Bakterien im Magen-Trakt-Trakt von
0,1 bis ca. 38% betragen kbnnen (POCHART et abR1MARTEAU et al., 1993; FUJI-
WARA et al., 2001; ROCHET et al., 2008). Angesictiés Tatsache, dass die niedrigen pro-
biotischen Zellzahlen, die in den unteren Abschnitdes Magen-Darm-Traktes detektiert
werden, ein Ergebnis ihrer Ubertragung aus den rtiégenden Abschnitte sind, muss vor
allem dem Uberleben bzw. den Mechanismen der lehibg der probiotischen Zellen in den
proximalen Abschnitten des Magen-Darm-Traktes bésms Augenmerk gelten (RAM-
BAUD et al., 1993).

Ein anderer Blickwinkel bei der Beurteilung der Koisierung des Magen-Darms-Traktes mit
probiotischen Bakterien betrifft ihren Anteil anrdgesamten bakteriellen Population sowie
das Verhaltnis zur Zellzahl von Bakterien dersel@attung oder Gruppe. Auch hier sind nur
wenige bereits veroffentliche Arbeiten fur einenrgleich verfigbar. In der Studie von MA-
CHA et al. (2004) etwa betragt der Anteil des potibchenkE. faeciumNCIMB 10415 an der
gesamten Enterokokken-Population 0,03 bis 50% i(bedt mittels Kolonie-Hybridisierung).
Die Analyse derselben Proben mittels Real-Time RCRAHJEN et al. (2007) ergab Werte
von 0,1-0,7%. Die in der vorliegenden Arbeit erpitén Werte schwanken zwischen 0,03-
12,28%. Zusatzlich wurde in dieser Studie der Anten E. faeciumNCIMB 10415 an der
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gesamten eubakteriellen Population ermittelt. Diésgrechenden Werte liegen zwischen
5x10° und 0,004% und sind mit Ergebnissen anderer Anteergleichbar. So vermelden
SELIM et. al. (2005), dass die Anteile des prolsiciienLactobacillus thermotoleranan der
gesamten eubakteriellen Population im Faeces vdeiKim Alter von 4-27 Tagen) im Be-
reich von 1C bis 0,1% lagen. Im Ganzen zeigen die dargestéliterte, dass der untersuchte
probiotische Stamm weder innerhalb der Enterokolkepulation noch in der gesamten eu-
bakteriellen Population eine dominierende Rolleekpi Dies deckt sich mit derclimax
community-Theorie von SAVAGE (1977), laut der jede Speziger jeder Stamm nur auf
einem bestimmten Niveau etabliert werden kann i@seaim Fall unter 10% aller Enterokok-
ken), und eine Uberschissige Zellzahl durch veegeime Wirtsfaktoren (s. oben) eliminiert
wird. Auch nach FRETER (1992) hat der einzelne jmtidche Stamm nur geringe Chancen,

in héherem MalRe die Diversitat der Magen-Darm-Mikota zu beeinflussen.

Betrachtet man die Dynamik der prozentualen Anteéds probiotischei. faeciumNCIMB
10415 an der Enterokokken- und der gesamten eutskde Population, so findet man, dass
die relativen Zahlen mit zunehmendem Alter der Uehnstiere tendenziell steigen. Besonders
deutlich ist dies fur die prozentualen Anteile gesbiotischerkE. faeciumNCIMB 10415an
der gesamten eubakteriellen Population im Mageninmdejunumzu beobachten: Die wah-
rend der Saugphase ermittelten Werte erhohtennsich dem Absetzen durchschnittlich um
eine Zehnerpotenz. li@olon ascendendagegen nahmen die relativen Werte eine gegensatz-
liche Entwicklung — die prozentualen Anteile deseunsuchten probiotischen Stamms waren
in der Saugphase héher als nach dem Absetzennitigkche Erklarung dieses Effekts findet
sich in einer Ubersichtsarbeit von KATOULI & WALLGRN (2005). Die Autoren nennen
eine Reihe von Studien, denen zufolge mit zuneherandliter die Diversitat und die Popula-
tionsgroRe der porcinen Mikrobiota sinkt (zumindesterhalb einer Gattung, z.Escheri-
chia spp. —-die hdchste Diversitat ist dabei fur die Saugptmasbeobachten), was direkt mit
der Proliferation der Populationen einzelner Stanumeé Spezies verbunden sein kann. Dar-
aus folgt, dass die Zusammensetzung der Mikrobiotder Saugperiode ihre Entwicklung
(Zusammensetzung und metabolische Aktivitat) ineseé Lebensphasen bestimmt. In dieser
Hinsicht zeigten die hier vorgelegten Ergebnissssdviagen und distaldsjunumnach dem
Absetzen vom untersuchten probiotischen Stammgedimher kolonisiert wurden afSolon
ascendenstEs muss dabei erwahnt werden, dass die prolhetis£ellen — zumindest in ferti-
gen Produkten aufgrund der langen Lagerung — innaiktiven Zustand tbergehen kénnen,
was ihre Populationsgréf3e jedoch nicht beeinflusged (LAHTINEN et al., 2005). Auch
verschiedene Umgebungsfaktoren (z.B. Morphologigwieklung des lokalen Immunsys-
tems) jedes Habitats (Magen, Dunn-, Dickdarm),emdsich die probiotischen Zellen befin-
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den, mussen bei der Interpretation der entspreemeiitigebnisse berticksichtigt werden
(FRETER, 1992; PERDIGON et al., 2005).

Da die vorliegende Arbeit eine Fortfihrung von $uddarstellt, die am Institut flr Tierer-
nahrung seit 2001 zum Einfluss probiotischer Bagtein der Schweinerndhrung durchge-
fuhrt werden, kénnen die hier vorgelegten Ergelenmsn Teil mit einigen friheren Resulta-
ten verglichen werden. In diesem Teil der Diskussist dabei vor allem interessant zu
ergrinden, in welchem MalRe der AusgangszeitpunkSdpplementierung des probiotischen
E. faeciumNCIMB 10415 die Wiederfindungsrate der entspreclkangrobiotischen Zellen

bzw. den Grad ihrer Kolonisierung und ihre Persistien Magen-Darm-Trakt beeinflusst.

Die Ergebnisse der Bestimmung der probiotischete&elen auf Basis der Koloniehybridi-
sierung sind in der Arbeit von TARAS et al. (20@isammengefasst. Darin wird deutlich,
dass die intensivere Supplementierung der Ferkeleab 1. Lebenstag mit dem Probiotikum
(,Inokulation“-Versuch) im Vergleich zum vorherigéfutterungsversuch — bei dem das Pro-
biotikum anfanglich an die Muttersauen und erstlaim 14. Lebenstag an ihre Ferkel verfiit-
tert wurde — zu einer erhohten Wiederfindungsratedbn probiotischen Zellzahlen fihrte. So
wurden am 56. Lebenstag i®olon ascendensn Fiitterungsversuch 2xi,0m ,Inokulati-

on“-Versuch hingegen 7x1&bE/g Feuchtmasse detektiert.

Die Ergebnisse der Quantifizierung der probiotiscZellen mithilfe von Real-Time PCR
zeigen aber auch, dass die frihzeitige Supplenrangiedes probiotischeft. faecium
NCIMB 10415 (ab dem 1. Lebenstag) mit Blick auf #ielonisierung des Magen-Darm-
Traktes weniger erfolgreich war als die Verfutteyutes Probiotikums an die Muttersauen
und ab dem 14. Tag an ihre Ferkel. Die probiotischellzahlen aus dem Fitterungsversuch,
die in der Arbeit von VAHJEN et al. (2007) dargdistand, sind insgesamt héher als die hier
ermittelten Werte. So lag die Konzentration desbmtischenk. faeciumNCIMB 10415 am
56. Lebenstag bei VAHJEN et al. (2007) in Magé&junumund Colonim Fitterungsversuch
im Bereich von ca. 5 (Log Zellen/g Feuchtmassellanvorliegenden Studie dagegen nur bei
3,60 bis 4,58. Auch die am 28. Lebenstag (eine Waoetth der Gabe des Probiotikums in der
Form des Prastartetsjemessenen Zellzahlen lagen niedriger als in deeifvon VAHJEN

et al. (2007) — 2,83-4,44 Log Zellzahl/g FM gegesittd-10° Zellzahlen/g FM.

Bei der Bewertung der dargestellten Ergebnisse rawg&hnt werden, dass die in der Arbeit
von TARAS et al. (2007) erzielten Resultate untegriBksichtigung der analytischen
Nachteile der Kolonie-Hybridisierungsmethode zurddtten sind. Da bei der Kolonie-

Hybridisierung ein selektives Medium fur Enterokekkverwendet wird, auf dem auch das

! In dieser Arbeit entspricht dies der dritten Wodlee Probiotikum-Supplementierung.
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Wachstum anderer Enterokokken mdoglich ist, kann Fdieerung der spezifischen DNA-

Probe erschwert werden, was anschlieliend zu ukkenrdergebnissen fuhren kann. Ver-
gleicht man die Ergebnisse der Real-Time PCR-Dietektg des probiotischeB. faecium

NCIMB 10415, mussen hingegen die analytischen Giteniatika der durchgefiihrten Real-
Time PCRs (Effizienz, Sensitivitat) und die Zusamsetzung der angewandten Quantifizie-
rungsstandards bertcksichtigt werden. Aufgrund wderschiedlichen analytischen Auflo-
sung — bei der Koloniehybridisierung werden nur kigigmsfahige Zellen quantifiziert, bei
der Real-Time PCR hingegen die 16S rDNA aller (atotbr, VBNC- oder ABNC-) Zellen,

konnen die Ergebnisse nur teilweise miteinandeglictren werden.

Die Tatsache, dass laut Real-Time PCR-ErgebnisgeRrdbiotikum-Kolonisierung des Ma-
gen-Darm-Traktes nach der Supplementierung ab dénLdbenstag erfolgreicher als ihre
Gabe ab dem 1. Lebenstag zu sein scheint, konrdntmobachtete Werte wie die Reduzie-
rung der Inzidenz von Durchféllen nach dem Absetzestétigen. Bei TARAS et al. (2007)
findet sich der Vermerk, dass bei Gabe des Prdbiots ab dem 14. Lebenstag (bei gleich-
zeitiger Supplementierung der Sauen) die Reduzieden Durchfall-Inzidenz 45% betrug, im
zweiten Fall (Supplementierung ab dem 1. Lebengtap$ie bei den Probiotikum-Tieren bei
39%. Statistisch signifikant waren dabei die Urdbrsde zwischen den Probiotikum- und
Kontrolltieren nur im ersten Fall (Gabe des Prakiohs ab dem 14. Lebenstag). Moglicher-
weise ist der Grund der niedrigeren Durchfall-lenid im ersten Versuch in der Adaption der
supplementierten probiotischen Stamme an den MBgem-Trakt der Ferkel zu suchen. Da
im genannten Fall probiotische Zellen auch aus #emder Sauen in den Verdauungstrakt
der Ferkel gelangen (s. MACHA et al., 2004; MACH®07), konnten sich diese Zellen the-
oretisch schon an die Bedingungen fir das Wachstuindie metabolische Aktivitat im Ma-
gen-Darm-Trakt anpassen. Im zweiten Versuch wudieri-erkel mit dem ,reinen* Produkt
(getrocknete lebendige Zellen) inokuliert, d.h.lpodische Bakterien missen sich an das neue

Habitat anpassen und konnen eventuell erst dahaelmetabolischen Aktivitaten auspragen.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass ¢ensuchte probiotische Stami faecium
NCIMB 10415 den Transit durch Magen und Dunndarm Fekrkel tberlebt und in einem
vermehrungsfahigen Zustand d@slon ascendensrreicht. Die hochsten Konzentrationen
des Probiotikums in Magen, distalelejunumund Colon ascendensurden nach zweiwo-
chiger Supplementierung erreicht, eine weitere utation fiihrte zu keiner Erhéhung der
PopulationsgrofRe mehr. Die errechneten prozentusaiégile vonE. faeciumNCIMB 10415

an der gesamten bakteriellen Population und afdpulation von Enterokokken zeigen, dass

der untersuchte Stamm nur eine untergeordnete Roltker gastrointestinalen bakteriellen
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Gemeinschaft spielt. Die nach dem Absetzen deuslieilgenden prozentualen Anteile des
Probiotikums an der gesamten bakteriellen Populatio Magen und im distaledejunum
kénnten darauf hindeuten, dass zumindest in diksdalisationen die frihzeitige Supple-
mentierung deg&. faeciumNCIMB 10415 die weitere Zusammensetzung der Milotibbe-

einflussen kann.

4.3 Einfluss des probiotischerk. faeciumNCIMB 10415 auf die Zusammensetzung der
Magen-Darm-Mikrobiota der Ferkel

Diversitat

Der Einfluss des probiotischéh faeciumNCIMB 10415 auf die Diversitat der Magede-
junum und Colon ascendenBlikrobiota wurde mittels der denaturierenden Geatengel-
elektrophorese (DGGE) untersucht. Die 16S rRNAiRrafer bakteriellen Populationen, die
mithilfe der DGGE hergestellt werden, ermdglichemvshl eine schnelle Einschatzung der
Diversitat als auch die gleichzeitige Analyse metw®roben, was ebenso die Bewertung der
Ahnlichkeit der Mikrobiota einzelner Tiere innerhalie zwischen den Versuchsgruppen
erlaubt. Das Hauptelement der DGGE besteht daba#giimrennung der durch PCR amplifi-
zierten 16S rRNA-Gene nach ihrer chemischen Stabdder ihrer Schmelztemperatur. Diese
Trennung findet in einem Polyacrylamidgel statts émen aus Harnstoff und Formamid ge-
bildeten linearen denaturierenden Gradienten entB&IETENDAL et al., 1998; MUYZER,
1999). Die Auswertung der erstellten Gele kann edav manuell oder densitometrisch mit-

hilfe spezieller Software erfolgen.

Die berechneten Diversitatsindizes zeigten im Garsoavohl im Magen als auch idejunum
und Colon ascendensur wenige signifikante Unterschiede zwischen @emen der beiden
Gruppen. Vor allem nach dem Absetzen allerdingsdemrmehr signifikante Unterschiede
registriert als in der Saugphase: Berlcksichtign dée Anzahl der detektierten Banden
(Richness), so waren die Magedejunum und ColonMikrobioten der Probiotikum-Ferkel
diverser als die der Kontrolltiere. Die errechnefsenness-, Shannon- und Simpson-Indizes,
die strukturelle Anderungen der untersuchten Geschimiten bewerten, bestatigen ebenso
die Veranderungen der Zusammensetzung der bakteridbpulationen. Der Simpson-Index
fur dasColon ascendender Probiotikum-Tiere etwa war nach dem Absetzmger als der
fur die Kontrollgruppe. Da dieser Index die prozeén Anteile jeder Art/Spezies an der
gesamten Population berlcksichtigt (je groRer deex, desto héher die Dominanz einzelner
Spezies bzw. desto niedriger die Diversitat), kagefolgert werden, dass di€olon
Mikrobiota unter dem Einfluss des Probiotikums amath dem Absetzen diverser bleibt.

Dabei ist allerdings erneut zu erwéhnen, dass sbdiehRichness- als auch die Evenness-,
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Shannon- und Simpson-Indizes nur in wenigen Falidrstatistisch signifikante Unterschiede
zwischen den Ftterungsgruppen verwiesen. Die titeih Werte sind dabei schwer mit den
Ergebnissen anderer Studien zu vergleichen: Inekeder analysierten Studien wurde eine
explizite Untersuchung der Entwicklung der bakiéereDiversitat im Magen der Ferkel mit-

tels DGGE vorgenommen.

Die registrierten altersabhangigen Fluktuationerd@n Zusammensetzung der bakteriellen
Gemeinschaften, die mit den einzelnen Produktioasgh der Schweinezucht (Saugphase,
Gabe des Préastarters, Absetzen) verbunden sirgpraohen dagegen den Ergebnissen ande-
rer Arbeiten. So berichten SIMPSON et al. (199®VFER et al. (2002), KONSTANTINOV

et al. (2006) und INOUE et al. (2005) ebenfallsriddeersabhéngige Anderungen der Diversi-
tat der intestinalen Mikrobiota. Auch die lokalisatsabhangigen Unterschiede zwischen bak-
teriellen Gemeinschaften waren mit den Ergebnisssiger anderer Studien vergleichbar.
Obwohl keine statistischen Tests auf die Signifikdar Unterschiede zwischen der Diversitét
in Magen,Jejunumund Colon ascendendurchgefihrt wurden, war deutlich zu sehen, dass
die Mikrobiota de<Colon ascendendiverser war als die im Magen und tejunum KON-
STANTINOV et al. (2004) berichten, dass die Diveisder Mikrobiota des lleums der Fer-
kel geringer ausfallt als ir@olon ZOETENDAL et al. (2002) verweisen auf signifikariin-
terschiede der Diversitat der Faeces- und der lal@mMikrobiota de€olons

Im Hinblick auf die mittels DGGE detektierten Digéét der bakteriellen Gemeinschaften
sollte angemerkt werden, dass diese Methode nebenReihe von Vorteilen auch Nachteile
aufweist. Laut MUYZER et al. (1993) und ZOETENDAL &. (1998) kdnnen durch DGGE
nur solche bakterielle Populationen detektiert waraleren Anteil an der gesamten bakteriel-
len Vielfalt mehr als 1% betragt. Zahlreiche gastestinale Populationen sind dagegen in
niedrigeren Konzentrationen vorhanden und konndredaber die DGGE nicht erfasst wer-
den. Von der DNA-Extraktionsmethode abhangig wetdkgkterielle Gattungen, Spezies oder
Gruppen in Konzentrationen von insgesamt wenigerldl Zellen/g Probenmaterial nur mit
geringer Wahrscheinlichkeit durch DGGE detektidtJYZER & SMALLA, 1998; SIMP-
SON et al., 1999).Als weiterer Nachteil wird die Tendenz einzelnetdrogener und auch
nicht phylogenetisch verbundener Sequenzen genamntGel auf die gleiche Weise zu
migrieren bzw. Banden auf dem gleichen Niveau zmetzen (MUYZER, 1999). Eine noch
wesentlichere Beeintrachtigung besteht in der Detekverschiedener 16S rDNA-Operone
einer Spezies (NUBEL et al., 1996; SATOKARI et &Q01; SCHMALENBERGER &

TEBBE, 2003), welche die Bildung von mehreren Bangleeinem Gel verursachen kdnnen.

! In der Arbeit von MACHA (2007), in der das gleich&GE-Protokoll wie in der vorliegenden Arbeit vemy
det wurde, wird allerdings als niedrigste Deteksigrenze der DGGE 1@enannt.
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Auch die schwache Sensitivitat einiger Spezies kdienAnwendung der DGGE fur die Di-

versitatsnalyse beeintrachtigen.

Unter Bericksichtigung der genannten analytischescBrankungen der DGGE scheinen die
—im Vergleich zur Kontrollgruppe — registriertedheren bzw. niedrigeren Diversitatsindizes
nicht UbermaRig aussagekréftig zu sein: Ohne Zid#zUntersuchungen (Sequenzierung)
kann nicht gesagt werden, ob im Fall der erh6htereSitat fur den Organismus glnstige
oder weniger wichtigere (bzw. sogar pathogene) i8pgaroliferieren. Die Eigenschaft der
Probiotika, die bakterielle Diversitat zu erhéhesird allerdings in humanmedizinischen Stu-
dien vielfach als gesundheitsfordernde Leistungaobtet (MANICHANH et al., 2006;
KUHBACHER, 2006). In den Studien von LESER et 2D(0), SIMPSON et al. (2000) und
KONSTANTINOQV et al. (2004) wurde gezeigt, dass Wierfutterung prabiotischer Oligosa-

charide und des probiotischenreuteriMM53 an Ferkel ebenso zur Erhéhung der bakteriel
len Diversitat fuhrten. Es wird dabei vermutet, sldskterielle Gemeinschaften mit hoher
Diversitat besser aul3eren Einflissen wie der lovapathogener Spezies widerstehen kon-

nen.

Hinsichtlich der Stabilitéat der gastrointestinalglikrobiota innerhalb der Futterungsgruppe,
die durch den Vergleich der 16S rDNA-Profile deolitm einzelner Tiere und durch die Be-
rechnung der entsprechenden Ahnlichkeitsindizeseitetvwerden kann, wurde ein klarer
signifikanter Einfluss des verfltterten Probiotilaifiestgestellt. Sowohl die Magen- als auch
die Jejunum und Colon acsendenblikrobioten zwischen Tieren der Probiotikum-Gruppe
waren im Vergleich zur Kontrollgruppe an fast allBeobachtungszeitpunkten signifikant
ahnlicher. Bei der Untersuchung desselben probimtis Stamms auf die fakale Mikrobiota
der Ferkel stellte MACHA (2007) ebenso eine Zunatdee Ahnlichkeit der 16S rRNA-

Profile fest, was als fordernde Wirkung auf dieb8it#t der bakteriellen Populationen be-

trachtet werden kann.

Abschlie3end soll angemerkt werden, dass die Ergebreinzelner Studien, die die DGGE
als Methode zur Untersuchung der bakteriellen Bit@r verwendet haben, nur unter Vorbe-
halt miteinander verglichen werden kdnnen. Abgesetoe den bereits erwdhnten Nachteilen
der Methode, kénnen auch die Herstellung und diteveeAnalyse des fertigen Gels die Re-
sultate beeinflussen. Besonders miissen von einéor zam anderen divergierende Faktoren
wie die Farbungstechnik des fertigen Gels und dissfattung fir das Fotografieren bzw.
Scannen des Gels bertcksichtigt werden (SIMPSCQdlL,e1999). Ein weiteres Problem stel-
len Werte dar, die nach der densitometrischen Atiswg des Gels fur die Berechnung der

Okologischen Indizes verwendet werden. Da die mitéer Software realisierten Algorith-
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men der automatischen Erkennung der Banden faseireme manuelle Nachkontrolle ben6-
tigen, kdnnen die Ergebnisse gleicher Proben, die werschiedenen Personen ausgewertet
wurden, deutliche Abweichungen aufzeigen. Besontiteten solche Abweichungen bei der
Detektierung einzelner Banden und ihrer ZuordniBan@l Matching auf. Auch die densito-
metrischen Werte selbst, wie z.B. die IntensitAzeliner Banden oder die Summe der Intensi-
tat aller Banden in der Spur, die der Individuehzaw. die Grol3e der Population entspre-
chen sollen, scheinen nur begrenzt fur die Berenhrikologischer Indizes geeignet zu sein.
Die Mehrheit der Diversitatsindizes wurde fur dievigrtung von Populationen in der Natur
entwickelt, wo einzelne Individuen sicht- und z&hllsind, was auf die densitometrischen
Werte nicht zutrifft.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass hiinshcter bakteriellen Diversitat nur ein-
zelne statistisch signifikante Unterschiede zwiscen beiden Fitterungsgruppen ermittelt
wurden. Nach dem Absetzen waren die Magéepynum-und Colon ascendenblikrobioten
der Probiotikum-Ferkel signifikant diverser, d.he c&btabilitat (z.B. gegentber pathogenen
Mikroorganismen), Funktionsfahigkeit und metabdis@ktivitat der gastrointestinalen Mik-
robkosysteme waren hoher als die der Kontrollti&vie. Werte geben allerdings keinen ein-
deutigen Aufschluss dartber, ob der hoheren Diw#rauch die Proliferation fir den Orga-
nismus ,gunstigerer® Stdmme (z.B. milchsaurebild@ndBakterien) entsprach. Zur
Beantwortung dieser Frage mussen weitere Untersigemu(Sequenzierung einzelner Ban-
den) durchgefiihrt werden. Im Hinblick auf die Alohlkeit der Mikrobiota zwischen einzel-
nen Tieren (bzw. auf Homogenitat und Stabilitathie dagegen eine deutliche Wirkung des
untersuchten probiotischen Stamms registriert werdie allen Lokalisationen und zu fast
allen Beobachtungszeitpunkten lagen die errechr&iatichkeitsindex-Werte in der Probio-
tikum-Gruppe signifikant hoher als in der Kontroligpe. Da der vewendete Ahnlichkeits-
Index (der Soérensen-Quotient) unter Berlcksichigdar Anzahl gleicher Arten berechnet
wurde, konnen hohere Ahnlichkeitswerte durch dievésenheit sowohl des probiotischen
Stamms als auch der durch Probiotika geforderteazi8p in der gastrointestinalen Populati-

on erklart werden.
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Lactobacillus spp.

Da Milchsaurebakterien (besonders Laktobazillengeiwichtigen Bestandteil der ,gesun-
den” gastrointestinalen Mikroflora des Schweinsstilen und gesundheitsférdernde Funkti-
onen erfullen kbnnen, wurden in jingerer Zeit vbméch die Zusammensetzung und Funk-
tionen ihrer Populationen untersucht. So konnteeiggzverden, dass Zusammensetzung und
Zellzahl der Milchsaurebakterien vom Alter des €geund vom jeweiligen Abschnitt des GIT
abhéangen (BATEUP et al., 1998; NAITO et al., 19BBTOULI & WALLGREN, 2005).
Eine der dominanten bakteriellen Gruppen der Mécinsbakterien des porcinen GIT sind die
Laktobazillen (PRYDE et al., 1999; AL JASSIM, 20@3J TOIT et al., 2001). LESER et al.
(2002) haben in einer umfangreichen, auf 16S rRNAektion basierenden Studie nachge-
wiesen, dass die phylogenetis@erillus-Lactobacillus-Streptococc@ruppe die drittgrofite
Gruppe der gesamten intestinalen Mikrobiota ist eim& komplexe Struktur aufweist. Inner-
halb dieser phylogenetischen Gruppe wurden verdehi Spezies detektiert, unter anderem
auchE. faeciumwas auf dessen potenziellen Einfluss auf die IEtaimg der Laktobazillen-
Mikrobiota hindeutet. Hinsichtlich des EinflussesnvEnterokokken als Probiotika auf die
Population von Laktobazillen im Magen-Darm-Trakt &erkel stehen dagegen nur sehr be-
grenzte und dabei sehr divergierende Daten zuriigarfg. Am haufigsten wurde die Ge-
samtzahl der Laktobazillen ermittelt. So zeigen \&l et al. (2002) und SAMLI et al.
(2007), dass die Verfutterung des auch in diesbeiverwendeten probiotisch&n faecium
NCIMB 10415 an Puten und Huhner zu einer Erh6huwerghtchzahl der Laktobazillen fihrte.
In der Arbeit von MACHA (2007) beeinflusske faeciumNCIMB 10415 hingegen die Lak-
tobazillus-Populationen im intestinalen Trakt derkel nicht. Auch andere verfiitterte Ente-
rokokken-Stdmme weisen variable Effekte auf: Naeh @abe des probiotischén faecium
7134 an Welpen registrierte WEIR (2003) im Kot érledZellzahlen von Laktobazillen;
STROMPFOVA et al. (2006) fanden nach Supplementigrdes probiotischek. faecium
EK 13 an Saugferkel dagegen keine Erhéhung derlBiqsgroRe bei den Laktobazillen.

Die hier vorgelegten Ergebnisse zeigen, dass ditiiferung vont. faeciumNCIMB 10415
nur zu wenigen statistisch signifikanten Untersdare zwischen beiden Versuchsgruppen
fuhrte. Allerdings waren die Laktobazillus-Popubaiien sowohl im Magen als auch @olon
ascendensger Probiotikum-Tiere in der Saugperiode und rdain Absetzen grof3er als in der
Kontrollgruppe. Betrachtet man die prozentualeneflatvon Laktobazillen an der gesamten
eubakteriellen Population, waren fir Magen uejunumebenfalls keine statistisch signifi-
kanten Unterschiede zwischen beiden Gruppen zuamgsshingegen inColon ascendens
diese Werte in der Probiotikum-Gruppe an allen Bebbungstagen (teilweise signifikant)

niedriger lagen als in der Kontrollgruppe. Da i dealysierten Literatur die positive Wir-
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kung probiotischer Enterokokken auf Laktobazilleiveederin vitro oder im Organismus
anderer Tierarten (nicht fir Schweine) nachgewieserde, sollten offensichtlich auch der
Einfluss spezifischer Habitate sowie Eigenheiten Id&eraktionen verfitterter probiotischer

Stamme mit der wirtspezifischémctobacillusSpezies bertcksichtigt werden.

Enterococcus spp.

Da der verfutterte Stamm zur Gattukgterococcusspp zahlt, wurde in den untersuchten
Proben auch die Konzentration dieser Bakterienggthestimmt. Dabei konnte zu allen Beo-
bachtungszeitpunkten eine deutliche fordernde WigkuonE. faeciumNCIMB 10415 auf
die Enterococcug?opulation festgestellt werden: Sowohl im Magenaalch imJejunumund

im Colon ascendenwaren die Enterokokken-Zellzahlen und ihre prozalen Anteile an der
gesamten eubakteriellen Population in der ProlatdGruppe signifikant héher als in der
Kontrollgruppe. Eine fordernde Wirkung probiotisciienterokokken-Stamme auf die Grolie
der Enterokokken-Population wurde ebenso in Studaen MOLITOR (1996), VAHJEN et
al. (2002), HEINRICHS (2005) und STROMPFOVA et(@006) beobachtet.

Bei der Interpretation der erhdhten absoluten Zélen sollte angemerkt werden, dass die
indigenen Enterokokken laut neueren molekularbisldgen Untersuchungen nur eine unter-
geordnete Rolle in der intestinalen Mikrobiota me Von den 4270 von LESER et al.
(2002) untersuchten Sequenzen (aus intestinaledmeRreon Schweinen) gehoérten nur zwei
der Gattungenterococccusn. Auch in der vorliegenden Untersuchung lag Ader Entero-
kokken an der gesamten eubakteriellen Populatiaacien 0,00001 und 0,1%. Aus diesem
Grund ist die Mdglichkeit eines wesentlichen Eisflas auf die Mikrobiota unter Vorbehalt

ZU bewerten.

Bei der Betrachtung der erhdhten Zellzahlen voretkiokken missen ferner noch weitere
Aspekte beriicksichtigt werden: Die Enterokokkendgeh zu der Gruppe der homofermenta-
tiven Milchsaurebakterien, die bei Fermentation ¥exosen L(+)-Isomere der Milchséure
produzieren (FRANZ & HOLZAPFEL, 2004). Wie bereits der Literaturiibersicht ausge-
fuhrt (s. S. 16), kann Milchséure antimikrobiellf gaathogene Spezies wirken und an der
Etablierung der Séaure-Milieus bei Saugferkeln tigtesein (CRANWELL et al., 1976). Von
Enterokokken produzierte L(+)-Isomere der Milchgaubnnen auRerdem vom Wirtsorga-
nismus schneller als D(-)-Isomere verstoffwechagtden und werden deshalb als ,physio-
logische Isomere” betrachtet (GIESECKE et al., 2985NG & BOYSEN, 2007). Allerdings
ist anzumerken, dass Enterokokken viel weniger ataétls z.B. homofermentative Laktoba-
zZillen bilden (AXELSSON 2004).
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Die Fahigkeit von Enterokokken, zahlreiche Baktene (Enterozine) zu produzieren, die
bakterizid oder bakteriostatisch vor allem auf Giawsitive Bakterienl(isteria spp., Clostri-
dium spp., Bacillus spp., Staphylococcus sprken, wird ebenso als mogliche probiotische
Wirkung betrachtet (FOULQUIE MORENO et al., 2008uf der anderen Seite sind auch
maogliche Risiken der Prasenz von Enterokokken imehaZellzahlen zu bertcksichtigen. So
kénnen einzelne Enterokokken-Stamme Bakteriozirgegepotenziell fir den Organismus
gunstige Bakterien — wie etwactobacillus spp— produzieren. Hierzu zahlen z.B. Munditi-
cin KS vonE. mundtij Enterocin L50 vork. faeciumL50 und 6T1a, Enterocin P vdnh fae-
cium P13, Enterolysin A vorkE. faecalisLMG 2333, sowie Enterocin B voRk. faecium
CTC492, T136 und BFE 900 (FRANZ & HOLZAPFEL, 200%Yeiterhin wurde bereits in
den 90er Jahren entdeckt, dass die Enterokokkdreidie Gene besitzen, die fur die Ent-
wicklung von Resistenzen gegen klinisch relevanteibdotika verantwortlich sind. Dabei
konnen Enterokokken Uber verschiedene Mechanismen @entransfers (pheromon-
responsive Plasmide, konjugative und nicht-konjugaPlasmide, Transposons) einer Spe-
zies, die frei von Antibiotika-Resistenz-Genen $stwohl solche als auch Adhasionsgene von
anderen — auch pathogenen — Spezies beschaffen RAYR990; CLEWEL, 1990;
LANDMAN & QUALE, 1997; LECLERCQ, 1997).

Bifidobacterium spp.

Nach Erkenntnissen aktueller Studien sind auchdBlfakterien nur in sehr geringem Mal3e in
der intestinalen Mikrobiota des Schweins vertretéainer der porcinen intestinalen Klone
aus der 16S rRNA-Sammlung in der Studie von LESE&.€2002) weist eine phylogeneti-
sche Ahnlichkeit mit Vertretern der GattuBgfidobacteriumauf. In den Arbeiten von MIK-
KELSEN et al. (2003) und MOURA et al. (2007), digf der Detektion von 16S rRNA der
Bifidobakterien basierten, waren nur wenigaim-, Caecum-Colon-und Faeces-Proben von
saug- und abgesetzten FerkBifidobacteriumpositiv. MIKKELSEN et al. (2003) berichten
aul3erdem, dass der Anteil der Bifidobakterien angdsamten bakteriellen Population bei
Saugferkeln weniger als 1% betrug. Die eigenenlinigse stimmen mit diesen Beobachtun-
gen weitgehend Uberein. Unabhangig von der Futgsuariante waren nur wenige Proben im
Magen,JejunumoderColon ascendernBifidobacteriumpositiv. An den Tagen 31, 35 und 56
gaben die untersuchten Proben sowohl der Probmatilals auch der Kontrolltiere nur negati-
ve Signale bei der Reaktion mit deBifidobacteriuraPrimer. Im Fall positiver Ergebnisse
wurde festgestellt, dass die Anteile der Bifidoleaien an der gesamten eubakteriellen Popu-
lation im Bereich von 0,0001 bis 0,01% lagen, was10°® Zellen/g FM entsprach.
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Mit Blick auf den Einfluss des verfltterten Prolitoins in dieser Studie wurden keine statis-
tisch signifikanten Unterschiede in der Grol3e de#id&bakterien-Population zwischen den
beiden Futterungsgruppen festgestellt. @olon ascendenwaren die prozentualen Anteile
der Bifidobakterien an der gesamten bakteriellepuiaion in der Probiotikum-Gruppe an
allen Tagen niedriger als in der Kontrolle, die &sthiede erwiesen sich dabei (mit Aus-

nahme des 28. Tags) als nicht statistisch sigmifika

Escherichia spp.

Die Wirkung probiotischer Stamme auf die Populatiorkoliformer Bakterien wird in der
Literatur meist als hemmend beschrieben. So komt#en Studien von SCHAREK et al.
(2005) und MACHA (2007) gezeigt werden, d&sdaeciumNCIMB 10415 zur Reduzierung
der Nachweishaufigkeit des. coli Serovars 0141 und zur Verringerung vén coli mit
nachgewiesenen Pathogenitatsgenen bei den untesuebrkeln fihrte. Auch in der Arbeit
von STROMPFOVA et al. (2006) wurde eine deutliched&zierung vork. coli nach der
Verflutterung des probiotischdh faeciumEK13 beobachtet. In einer Reihe anderer Studien
wurde dagegen kein Einfluss des supplementiertehiétitkums auf dieE. colifPopulationen
beobachtet: So beeinflusste der probiotische St&mfaeciumDSM 7134 in den Studien von
HEINRICHS (2005) und BOHMER et al. (2006) die Paignen koliformer Bakterien

nicht.

Die Resultate der hier beschriebenen Untersuchungeen die hemmende Wirkung des pro-
biotischenE. faeciumNCIMB 10415 auf Populationen vdgscherichia spp.die auch in den
Arbeiten von SCHAREK et al. (2005) und MACHA (20@007) verzeichnet wurde, besta-
tigt. Sowohl im Magen als auch idejunumund im Colon ascendenwaren die Zellzahlen
von Escherichia sppund ihre prozentualen Anteile an der gesamtenlkdebellen Populati-
on in der Probiotikumgruppe numerisch geringerimlder Kontrollgruppe. Die statistische
Analyse der Werte beider Fitterungsgruppen fordalterdings nur vereinzelt signifikante

Unterschiede zutage.

Die hemmende Wirkung probiotischer Bakterien auhpgene Enterobakterien wird zumeist
unter Ruckgriff auf die gompetitive exclusidATheorie beschrieben. Mehrfach wurde dabei
eine Verhinderung der Adhasion koliformer Bakterim Anwesenheit probiotischer Zellen
beschrieben (KIRJAVAINEN et al., 1998; MACK et al999; SERVIN & COCONNIER,
2003; COLLADO et al., 2007). Dabei kdnnen probidhtis Bakterien im Darm sowohl die
Mucin-Expression induzieren als auch selbst die 8timnsrezeptoren, die auch fur Entero-
bakterien geeignet sind, besiedeln (MACK et al9ZHOOPER & GORDON, 2001; SER-
VIN & COCONNIER, 2003). Einige probiotische Baktami sind auch in der Lage, mit ente-
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ropathogenen Stdmmen zu koaggregieren, was z.B.dktobazillen undE. coli K88 be-
schrieben wurde (SPENCER & CHESSON, 1994). RINKIN&NI. (2003) bemerken dabei,
dass die Koaggregierung besonders effektiv istymdia probiotischen Spezies Bakteriozine
produzieren kdnnen, die in engem Kontakt mit pa¢imeg Bakterien besonders effektiv auf
diese wirken. Fur manche Bakteriozine, die probaite Enterokokken synthetisieren kdnnen,
wurde tatséchlich eine inhibitorische Aktivitdt @egeinige enteropathogene Bakterien be-
schrieben: In der Studie von LAUKOVA et al. (20@8)va wirkte Enterozin A vok. faeci-
um EK 13 hemmend aualmonella entericaerovarDusseldorf FOULQUIE MORENO et
al. (2003) dagegen fanden bei der Untersuchungntidsitorischen Aktivitat der Bakteriozi-
nen von sieben probiotischdf. faeciumStammen (unter anderem. faecium NCIMB
10415) keine Wirkung auf den gepruft&scherichia coliLMG 2092-Stamm. Allerdings
wurde die Existenz eines enterozin-ahnlichen PeptibnE. faeciumNCIMB 10415 mit
einer Molekularmasse von ca. 4,5 kDa nachgewiedessen Eigenschaften bislang noch

nicht weiter untersucht worden sind.

Eine indirekte Wirkung probiotischer Bakterien &ofiforme Bakterien wird in der Literatur
ebenfalls beschrieben. Sowohl Milchsaure als aubbihte Konzentrationen flichtiger Fett-
sauren (SAKATA et al., 1999, 2003; NOUSIANEN et, &004), die bei der Anwesenheit
probiotischer Bakterien beobachtet wurden, konmemakrobiell auf pathogene Enterobak-
terien wirken (BLOM & M@RTVEDT, 1991; SUOMALAINEN &MAYRA-MAKINEN,
1999; OUWEHAND, 2004).

L. acidophilus, L. amylovorus, L. johnsonii, L. musaeund L. reuteri

Um den Einfluss des untersuchtenfaeciumNCIMB 10415 auf einzelne Vertreter der domi-
nanten bakteriellen Gruppe des porcinen Magen-Denatkts —Lactobacillus spp. 2zu tber-
prufen, wurden die dominanten Spezies dieser Grgppatifiziert. Innerhalb ddractobacil-
lussGruppe im GIT des Schweins werden allerdings vogrsehiedenen Forschern
unterschiedliche Spezies wie amylovorus, L. acidophilus, L. crispatus, L. tesuund L.
ruminisals dominant erachtet (PRYDE et al., 1999; DU T@t&l., 2001; Al JASSIM, 2003;
SIMPSON et al. 2000; LESER et al., 2002; KONSTANDM et al., 2004). Als Ergebnis
von 16S rRNA-Analysen allerdings werden lediglichamylovorus, L. johnsonindL. reu-
teri als dominante Vertreter der porcinen intestinaletkrébiota genannt (LESER et al.,
2002; PRYDE et al., 1999; KONSTANTINOQV et al., 200Biese und ihre zahlreichen nach-
gewiesenen antimikrobiellen Mechanismen gegen pat® Spezies wurden als mdgliche
Elemente des probiotischen Einflusses angenommendaher in der vorliegenden Arbeit

untersucht. Die Spezids acidophilusund L. mucosagdie nicht so zahlreich sind wie die
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oben genannten Stamme, aber im porcinen Magen-Daaki-haufig vorkommen, wurden

ebenso in den Versuchsproben quantifiziert.

Die Ergebnisse der Untersuchungen zeigen, dasshéamwdvagen als auch idejunumund
Colon ascendensur vereinzelte Probeh. acidophiluspositiv waren. Unabhangig von der
Futterungsvariante lagen die absoluten ZellzahterBereich von 1810° Zellen/g Feucht-
masse und der Anteil der Spezies an der gesabaetobacillusPopulation bei ca. 0,0009-
0,07%. Dabei waren in der Saugperiode mehr Probsitiypals nach dem Absetzen. Was den
Einfluss des verfutterten Probiotikums betrifft, lsunnten keine signifikanten Unterschiede
zwischen beiden Gruppen festgestellt werden. Auin@lage der ermittelten Werte kann
vermutet werden, dads acidophiluszur Begleitflora im Magen-Darm-Trakt gehdren kann,
und abgesehen von der in der Literatur nachgewass&akteriozine-Produktion nur in ge-
ringem Mal3e fur die intestinale Gesundheit des &afsv(zumindest unter institutseigenen

Bedingungen) bedeutsam ist.

Im Gegensatz dazu wurde fiir johnsoniieine deutliche Wirkung durda. faeciumNCIMB
10415 beobachtet. Die. johnsonitPopulationen in Magenlejunumund Colon ascendens
der Probiotikumferkel lag hdher als bei den Kontigrlen. Die absoluten und relativen Unter-
schiede zwischen beiden Gruppen waren Uberwiegatidtisch signifikant — die absoluten
Werte lagen dabei im Bereich von*110’ Zellen/g Feuchtmasse, die prozentualen Anteile an

der gesamten Lactobacillus-Population im Bereiam @® bis 20,5%.

Bei der Betrachtung dieser Ergebnisse ist zu berdletigen, dask. johnsoniiantimikrobiell

auf eine Reihe von pathogenen Enterobakterien wikann. Es wurde nachgewiesen, dass
das Lactocin F Bakteriozin voh. johnsonii auf Enterococcus faecalisind Clostridium
perfringensbakterizid wirkt (ABEE et al., 1994; DU TOIT, 19p&ERVIN & COCONNIER
(2003) berichten zudem, dass der Stamrjohnsonii Laldie Adhasion enterophatogerter
coli und Salmonella entericaerovartyphimuriumauf intestinale Caco-2-Epithellzellen inhi-
bieren kann. Mit Blick auf den moglichen antimikiellen Wirkungsmechanismus vdn
johnsoniihaben SERVIN & COCONNIER (2003) vermutet, dass aufd des Fehlens spezi-
fischer pathogen-adhasiver Faktoren beijohnsoniider Stamm die Adhasion pathogener
Spezies durch eine sterische Hinderung inhibiedBESER et al. (2000) haben nachgewiesen,
dassL. johnsoniizur Expression spezifischer Substanzen (O-glycteyl®annoprotein und
asialo-GM1 Glykolipid) fahig ist, die seine Adhasifbzw. Bindung mit spezifischen Rezep-
toren) an der Epithelzelle ermdglichen. Einige pgdne SpezieE( coli, Pseudomonas ae-

ruginosg synthetisieren dieselben Substanzen, um mit Hilée an der Epithelzelle anhaften
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zu konnen. Dadurch entsteht laut NEESER et al.qpéihe direkte Konkurrenz zwischén

johnsoniiund pathogenen Spezies um dieselben Rezeptoresr &pithelzelle.

Beim Einfluss des probiotischén faeciumNCIM 10415 aufL. amylovorus/L. sobriug/ur-
den Uberwiegend nicht signifikante Unterschiedesetven den Gruppen festgestellt. Aller-
dings waren did&.. amylovorusPopulationen in der Probiotikumgruppe zumindest neime-
risch sowohl im Magen als auch iejunumund imColon ascendenstarker vertreten als in
der Kontrolle. Absolute Zellzahlen wurden dabei dam Niveau von Tobis 10 registriert,
was zu den Ergebnissen von KONSTANTINOV et al. @0fasst. Die prozentualen Anteile
von L. amylovorusan der gesamten Laktobazillus-Population lageBé&reich von 0,006 bis
8,2%. Wie bereits bei den anderen Stammen waregrdi&en prozentualen Anteile im Ma-
gen und die geringsten idolon ascendentestzustellen. Wie die anderen in dieser Arbeit
untersuchterLactobacillusStamme I(. acidophilus, L. johnsonii, L. reutg¢rkannL. amylo-
vorus antimikrobiell wirkende Substanzen synthetisierere Bakteriozine Lactobin A und
Amylovorin L471 kdnnen dabei, zuminddst vitro, bakterizid auf einigeClostridium spp.
und Listeria spp.wirken (CALLEWAERT et al. 1999), was als gesundsiéitdernde Wir-
kung dieser Spezies betrachtet werden kann, déedalgs — in Anbetracht der hier ermittel-
ten Ergebnisse — offenbar durch Gabe des untemuéhbbiotikums nicht verstarkt nutzbar

zu machen ist.

Zur Untersuchung voh. reuteri muss eingangs festgehalten werden, dass unabhémgig
der Futterungsvariante diese Spezies in den umteesu Proben eine dominierende Rolle
innerhalb detactobacillusPopulation sowohl im Magen als auchJejunumund Colon as-
cendender untersuchten Tiere spielt. Die prozentualete#envonL. reuterian der gesam-
ten LactobacillusPopulation lagen dabei im Bereich zwischen 0,99 6®,98%, die absolu-
ten Zellzahlen bei TObis 1§ Zellen/g Feuchtmasse. Wie im Fall von detektierten
acidophilusund L. amylovoruswurden zwar nur einige statistisch signifikantetésschiede
zwischen beiden Futterungsgruppen festgestelltoebwn Jejunumals auch imColon as-
cendensvaren allerdings die prozentualen Anteile omeuterian der gesamtdoactobacil-
lus-Population in der Probiotikum-Gruppe hoher alslén Kontrolle, was auf eine mégliche
férdernde Wirkung des probiotisch&n faeciumNCIMB 10415hindeutet. Dies kann bedeut-
sam sein, wenn man die potenziell antimikrobiefgégenschaften voh. reuteribertcksich-
tigt. Mithilfe seiner antimikrobiellen KomponentenReuterin und Reutericyclin — karn
reuteri nicht nur bakterizid auf enteropathogene Baktersmndern auch auf Pilze, einige
Protozoen und auf Viren (z.B. Rotavirus) wirken @BHHAND & VESTERLUND, 2004).

ROOS et. al. (1996) haben aufRerdem gezeigt, ldassiteri ein collagen-bindendes Protein
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synthetisiert, das die Hemmung der Adhasion patheg&pezies an den Epithelzellen be-
gunstigen kann. Auch eine Autoaggregation (Bildungltizellularer Aggregate bestehend
aus Zellen einer Spezies) und die anschlieBendduidyl eines Biofiims auf dem Darm-
Epithelium wurden fuiL. reuteri beschrieben (ROOS et al., 1999). Offensichtlichrkan
Fall erhdhter Konzentrationen vanreuteribzw. durch die Auspragung dieser Eigenschaften
der Magen-Darm-Trakt der Ferkel in betrachtlichemmfehg gegen pathogene Spezies ge-
schitzt werden. Dass das untersuchte Probiotikwmzdniwesentlich beitragen kann, ist auf

Grundlage der aufgelisteten Ergebnisse allerdiingd# gesichert.

Lactobacillus mucosaist eine phylogenetisch nah nhit reuteriverwandte Spezies, fur die —
im Unterschied zWL. reuteri— auch die Fahigkeit der direkten Adhasion am NMucachge-
wiesen wurde (ROOS et al., 2000). Nach den Ergebnider Quantifizierung war die mu-
cosaePopulation sowohl im Magen als auch d®junumund im Colon ascendender Ver-
suchstiere die zweitgroRte Gruppe der Laktobazilléa Zellzahlen lagen im Bereich von®10
bis1@ Zellen/g Feuchtmasse, die relativen Anteile anggsamteractobacillusPopulation
bewegten sich im Bereich von 0,3 bis 40,19%. Sistis signifikante Unterschiede wurden
fur Magen undColon ascendenkaum festgestellt. Idejunumdagegen war die. mucosae
Population in der Probiotikumgruppe an allen Ta@aider dem 14.) signifikant niedriger als
in der Kontrolle (sowohl absolute als auch rela#fetizahlen). Im Magen waren die muco-
saeZellzahlen in der Probiotikumgruppe rein numeristienfalls niedriger als bei den Kon-
trolltieren, was sich als fur den Organismus gignstiveisen kann: Dadurch dass Zellen die-
ser Spezies mit dem Mucus verbunden sind, kann ¥ereingerung ihrer Zahl auf eine
verminderte Abschilferung der Epithelzellen im D&armen hindeuter.. mucosaést bislang
nur selten in Studien untersucht worden. Mit desr kibrgestellten weitgehend Ubereinstim-
mende Ergebnisse sind allerdings bei HIRSCH (2@d@&umentiert, die den Einfluss der Zu-
futterung von Xylanase auf die bakterielle Besiedldes Darms bei Ferkeln mithilfe spezifi-
scher 16S rRNA-Sonden untersuchte.

Abschlie3end bleibt festzuhalten, d&sdaeciumNCIMB 10415 nur aut.. johnsoniiin Ma-
gen,Jejunumund Colon ascendensine signifikant fordernde Wirkung aufwies. Die VWer-
gleich zur Kontrollgruppe hoheren absoluten undatiedn Zellzahlen vork. johnsoniibei
den Probiotikum-Tieren wurden sowohl in der Saugphels auch in der Zeit um das Abset-
zen regqistriert. Es wurde keine statistisch sigaifite probiotische Wirkung auf die in den
untersuchten Proben fir dominant befundene LakithbsSpezies L. reuteri— festgestellt.
Rein numerisch waren aber die prozentualen Anwitel. reuterian der gesamten Laktoba-

zillen-Population im distaledejunumund Colon ascendens der Probiotikum-Gruppe, vor
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allem nach dem Absetzen, hoher als in der Kontr&lenso rein numerisch war dieamy-
lovorusPopulation bei den Probiotikum-Ferkeln starker netein als bei den Kontrolltieren.
Die einzigen signifikanten futterungsabhangigenddsthiede vor. reuteri-und L. amylo-

vorusZellzahlen wurden dabei am 56. Tag registriert.

Die Ergebnisse der Detektierung der 16S rDNA lomacidophilusin den untersuchten Di-
gesta-Proben waren zumeist negativ. Die positivefuigle wiesen auf eine nur untergeord-
nete Rolle dieser Spezies in der gastrointestintlémobiota der Versuchsferkel hin. Auf
Grundlage der detektierten Zellzahlen kanracidophilusals Begleitart in den untersuchten
Lokalisationen des Magen-Darm-Traktes aufgefasstieve die keiner statistisch signifikan-
ten probiotischen Wirkung unterlag. Die positivegriale der untersuchten Proben mit dem
L. mucosadlrimer zeigen unabhangig von der Fitterungsvarjatass nicht allein die Darm-
mukosa das Haupthabitat dieser Spezies ist: Audhuimenkdnnen diese Bakterien (zumin-
dest gemessen an der 16S rDNA) vertreten sein.idtalenJejunumder Probiotikum-Tiere
war dieL. mucosad?opulation signifikant kleiner als in der KontellAuch im Magen und
Colon ascendenkonnte dieser Trend beobachtet werden. Rein nsofewaren die absolu-
ten und relativen Zellzahlen vdn mucosain diesen Lokalisationen der Probiotikumtiere
niedriger als in der Kontrolle, was auf eine mdgdicvVerringerung der abgeschilferten Epi-
thelzellen imLumenhinweisen kdnnte. Die nicht signifikanten Unteisde im Fall vonL.
acidophilus, L. amylovorus, L. reutesowie teilweise vorL. mucosaekbnnen sowohl mit
dem Fehlen probiotischer Effekte auf diese Speaiesauch durch spezifische Interaktionen
innerhalb detactobacillusPopulation erklart werden. Viele Laktobazillen kén Bakterio-
zine gegen nahverwandte Spezies synthetisieretias® tberschissige Mengen oder die ge-

samte Population eliminiert werden kann.

E. faeciumund E. faecalis

Der Einfluss des probiotischditerococcus faeciuNCIMB 10415 auf die phylogenetisch
nahverwandten aber potenziell pathogeketerococcus faeciumnd Enterococcus faecalis
wurde mit Hilfe spezifischer Primer von EATON undA&SON (2001) untersucht, die die
Stamme anhand ihrer AdhasionsgelBAfmund EfaAf9 identifizieren kdonnen. Nur wenige
Proben (in der Probiotikum- wie in der Kontrollgpng) wiesen mit diesen Primern positive
Ergebnisse auf, und die Unterschiede zwischen @aeb Fitterungsgruppen waren statis-
tisch nicht signifikant. Bei der Interpretation sk Resultate ist zu tberlegen, ob die detek-
tierten Sequenzen bei den porcirtenfaecium und E. faecalisStammen tberhaupt vorkom-
men und ob in den eigenen Institutsbestanden solBpezies zum Zeitpunkt der

Probenentnahme persistierten. Des Weiteren sdiieh mdgliche ,technische* Schwierig-
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keiten, wie z.B. Extraktionseffizienz, Qualitdt d@ngewendeten Reagenzien (Primer), etc.

bertcksichtigt werden.

4.4 Einfluss des probiotischer. faeciumNCIMB 10415 auf die bakterielle Stoffwech-

selaktivitat der Magen-Darm-Mikrobiota der Ferkel

Lactat

Da der verfuttert&tammE. faeciumNCIMB 10415 zur Gruppe der Milchséaurebakterien ge-
hort, war es von besonderem Interesse, die Korat@irder Milchsaure, die mit der mikro-
biellen Aktivitdt des probiotischen Stamms everitireMerbindung stehen kdnnte, zu ermit-
teln. Dabei wurde festgestellt, dass in der Saugpls@wohl im Magen als auch i@olon
ascendenslie Konzentration der Milchséure bei den ProbiatikTieren nur numerisch héher
war als in der Kontrolle. Nach dem Absetzen warenUhterschiede inColon ascendenzu
drei Beobachtungszeitpunkten allerdings statistsghifikant, und am 56. Tag galt dies auch
fur Jejunumund Magen der Probiotikum-Ferkel. Diese Ergebniseken sich nur teilweise
mit jenen anderer Studien, die ebenso héhere L-&ehtlte bei der Zufltterung des probioti-
schenE. faeciumNCIMB 10415 registrierten: MANNER et al. (2002) uh@HJEN et al.
(2002) vermelden erhdhte Laktat-Gehalte bei Putenallem aber im Dunndarm. Dagegen
registrierte MACHA (2007) nach der Verfitterung sielben probiotischen Stamms an Ferkel
keine statistisch signifikanten Unterschiede zwesclden Laktat-Mengen in den Proben von
Probiotikum- und Kontrolltieren (mit Ausnahme dkgunumsam 56. Tag, wie in der vorlie-
genden Arbeit). WEIR (2003) und HEINRICHS (200%llstn nach der Verfutterung des
probiotischenE. faecium7134 an Welpen und Broiler ebenfalls keine Erhéhdeg Laktat-
Gehaltes fest.

Die ermittelten statistischen Signifikanzen (allekhlisationen am 56. Tag ui@blon ascen-
densam 31., 35. und 56. Tag) wurden auch bei der Benvgrder Konzentrationen einzelner
L(+)- und D(-)-Isomere festgestellt. Dabei war #Hienzentration von L(+)-Laktat in der Pro-
biotikumgruppe hoéher als in der Kontrolle, was aufen mdglichen Einfluss der Enterokok-
ken hindeutet, bei denen dieses Isomer am EndEaldenhydratFermentation entsteht. Fur
die Uberprufung dieser Hypothese wurde eine Katilelaanalyse durchgefiihrt und der Grad
der Ubereinstimmung der detektierten Bakterienzagilen und der gemessenen Konzentrati-

onen von L(+)- und D(-)-Laktat ermittelt.
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Tab. 36: Korrelation von L(+) und D(-)-Laktat in Magedejunumund Colon ascendens

Magen Jejunum Colon

L D L D L D
E. faecium NCIMB 10415 A27(%) ,542(*) ,468(*) - -
Gesamt Eubacteria ,683(*%)  ,833(*) J721(%%) ,644(*) A73(*%) ,491(%)
Lactobacillus spp. ,703(**)  ,853(*) ,649(*) J74(%%)  ,510(*%) ,519(*)
Enterococcus spp. ,398(%) ,561(*) - - - -
Bifidobacterium spp. spp.spp. ,821(*) ,857(%) - -
Enterobacteriaceae - - - - -
E.faecium - ,530(*) - -
E.faecalis - -
L.acidophilus - - - -
L.amylovorus B607(*%)  779(*%) - ,563(*) -
L.johnsonii ,517(*) ,709(**) ,696(**) J142(*%) ,450(*)
L.mucosae ,821(*) - ,618(*) ,745(*%) - -
L.reuteri ,632(*%)  737(*) ,591(**) ,669(**) JAL14(%) A12(%)

* p<0,01; ** p<0,001

Tabelle 36 zeigt, dass zwischen der Enterokokkdlzatd und dem Laktat (sowohl L(+)- als
auch D(-)-Isomere) statistisch keine bedeutsameefaiion besteht. Die hochstefiWerte
wurden flr die Magen-Proben errechnet. Aber aueh korrelierten ehekactobacillus spp.
und andere Laktobazillen-Spezies mit dem LaktataBedls die Enterokokken uriel faeci-
um NCIMB 10415. Da eine férdernde Wirkung des untelnten Stamms auf. johnsonii
festgestellt wurde, dessen Zellzahlen sowohl im é&agls auch indejunummit dem Laktat-
Gehalt korrelierten, lasst sich schlussfolgernsdadaeciumNCIMB 10415 indirekt zur Er-
hohung des Laktat-Gehaltes beitragt, zumal dasi®ialom auch andere, in dieser Arbeit
nicht untersuchte Laktobazillen férdern konnte,wlie L. johnsoniiLaktat produzieren.

Betrachtet man die Dynamik des Laktats insgesamiesoach L(+)- und D(-)-Form getrennt,
so lasst sich zunéachst ein deutlicher RickgangGi#samtkonzentration im Magen und im
Jejunumvom 7. bis zum 56. Tag konstatieren, was offertbothden Einfluss des Diat-
Wechsels widerspiegelt. Hinsichtlich des Verhaltegsvon L- und D-Laktat war mit zuneh-
mendem Alter eine tendenzielle Erhéhung der Komaginh (mmol/L) an L-Laktat im Ma-
gen und imJejunumzu beobachten; entsprechend ging der relativeobws-Anteil zuneh-
mend zuriick. Da es sich bei D-Laktat vor allem urkrobielles Laktat handelt, passt diese
Beobachtung zum Ruckgang der Zellzahlen fast alldtagen undlejunumdetektierten bak-
teriellen Gruppen und Spezies. Die altersabhangigéive Zunahme von L(+)-Laktat in Ma-
gen undJejunumkonnte durch mehrere Faktoren beeinflusst werderrseits ein Substrat-
wechsel und als Folge eine erhohte L(+)-Laktat-Bktidn von Stammen, die in der

Saugperiode nicht vorhanden waren oder nur einergmbrdnete Rolle spielten, andererseits
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eine im Vergleich zur Saugperiode intensivere Glyg®, bei der physiologisches Laktat ent-
steht. Insgesamt deutet alles darauf hin, dasgelieessenen Laktat-Konzentrationen nicht
direkt mit der Anwesenheit der probiotischen Baktebegriindet werden kann.

Ammonium

Die in Jejunum-und Colon ascendensler Versuchstiere gemessenen Ammoniumionen-
Konzentrationen kénnen theoretisch Rickschlussauproteolytische Aktivitat der intesti-
nalen Mikrobiota geben. Ammonium, Amine und Amides nach der Proteolyse entstehen,
werden fur den Wirt als toxisch und mutagen betetcfMACFARLANE & MACFARLA-

NE, 1995; NYACHOTI et al., 2006). Verschiedene Aetonehmen an, dass Probiotika bzw.
einzelne bakterielle SpezieBgcteroides spp., Lactobacillus spp., Streptocoys) den
Stoffwechsel des Wirtsorganismus von solchen @ftiSubstanzen entlasten kénnen (MAC-
FARLANE & MACFARLANE, 1995).

Fur die gemessenen Konzentrationen von Ammoniumiaméejunumund Colon ascendens
wurden keine statistisch signifikanten Unterschigadéschen beiden Fltterungsgruppen fest-
gestellt. Tendenziell lagen aber die Werte der Kaigiruppe sowohl indejunumals auch im
Colon ascendengu allen Beobachtungszeitpunkten hoher als bei Riaiiotikumtieren.
Analoges haben auch MACHA (2007) berichtet, wasefiie ammonium-reduzierende Wir-
kung vonE. faeciumNCIMB 10415 spricht. Betrachtet man die Dynamik Aexmoniumio-
nen unabhangig von der Fitterungsvariante, so $&dst wie im Fall des Laktats, ein klarer
Ruckgang der Konzentration in beiden Darmabschmitieobachten. Dies entspricht wieder-
um den Ergebnissen anderer Studien: KONSTANTINO\Alet(2004) vermuten, dass der
Ruckgang des Ammoniumgehalts durch die schnell&éf€hation der intestinalen Bakterien
nach dem Absetzen erklart werden kann. Die im lateim Inhalt gemessene Konzentration
der Ammoniumionen gestattet allerdings keine eitigeuAussage Uber ihre tatsachliche
Freisetzung, ihre Absorption oder bakterielle Ry, da diese Ereignisse vor allem in der

mukosalen Schicht bzw. auf der Oberflache der Efadilen passieren.

Flichtige Fettsauren

Die flichtigen Fettsauren sind Endprodukte der oblellen Fermentation von Kohlenhydra-
ten (BACH-KNUDSEN et al., 1991). Sie sind fur dearb in mehrfacher Hinsicht bedeut-
sam. Einzelne kurzkettige Fettsduren kénnen eitieménobielle Wirkung gegen pathogene
Bakterien aufweisen, und ihre Anwesenheit im Darimdals gesundheitsforderlich erachtet
(ROLFE, 2000). Andere Fettsauren, wie z.B. iso-¥atesaure und iso-Buttersaure, gelten
hingegen als potenziell toxische Substanzen ungetsidolytische Abbauprodukte (TOP-
PING & CLIFTON, 2001).
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Von besonderer Bedeutung ist die Beteiligung kutiker Fettsauren an verschiedenen me-

tabolischen Reaktionen des Wirtsorganismus: Easigdéann tber das Blut in die peripheren
Gewebe gelangen und zum Beispiel als EnergieqiiglldMyozyten dienen (BERGMAN,
1990), Propionsaure nimmt an der Glukoneogenesiein_eber teil (MONTAGNE et al.,
2003) und n-Buttersaure ist eine wichtige Energiflgufir Kolonozyten (WANG &
FRIEDMAN, 1998; TOPPING & CLIFTON, 2001). Doch dirasenz kurzkettiger Fettsau-
ren (wie auch der Milchs&ure) im luminalen Inhalitegelt nicht unbedingt den Umfang der
bakteriellen Produktion dieser Substanzen durchirbede Spezies wider. So kdnnten Antei-
le der Milchsaure bzw. der fliichtigen Fettsaurem Zeitpunkt der Messung bereits von an-
deren Mikroorganismen metabolisiert oder vom Dabsoabiert worden sein. Auch der phy-
siologische Zustand der bakteriellen Zellen in ¢Rapulationen muss in Betracht gezogen
werden: Bakterielle Populationen kdnnen sowohl batach aktive Zellen (unter anderem
viable but non-culturable/yBNC undactive but non-culturabléABNC) als auch beschadigte
und tote Zellen enthalten (YAMAMOTO, 2000).

Die Bestimmung der Konzentrationen fliichtiger Faiten imJejunumund Colon ascendens
in beiden Versuchsgruppen férderte nur wenigessisth signifikante Unterschiede zutage.
Tendenziell lag der Gehalt flichtiger Fettsaurendem Absetzen in der Probiotikumgruppe
hoher als in der Kontrollgruppe. In der Zeit um ddssetzen (28.-35. Tag) wurden dagegen
im Colon ascendender Probiotikumtiere weniger fllichtige Fettsauremgssen als bei den
Kontrolltieren. Dies lasst sich moglicherweise mér unterschiedlichen Zusammensetzung
der intestinalen Mikrobiota beider Futterungsgruppewie der potentiell erhéhten Absorpti-
on flichtiger Fettsauren bei den Probiotikumtieegkidren. Mit Blick auf die Dynamik der
gemessenen Mengen fliichtiger Fettsauren ist delickeualters- bzw. diatabhangige Anstieg
(vor allem imColon ascendenzu erwdhnen, der sowohl fiur Essig-, als auchPfidpion-, n-
Butter- und n-Valeriansaure registriert wurde. BBiutter- und i-Valeriansaure wurde mit

zunehmendem Alter ein tendenzieller Rlickgang derzkotration beobachtet.

Mit Blick auf die relative Entwicklung bei einzelne&S&urearten konnten nur hinsichtlich der
Essig- und der n-Buttersdure deutliche Tendenzeittett werden: Ihr Gehalt lag nach dem
Absetzen bei den Probiotikumtieren sowohlJgjunumals auch imColon ascendenkdher
als in der Kontrollgruppe. Nach dem Absetzen eradiengen von Acetat wurden auch in
der Arbeit von MACHA (2007) beobachtet. JADAMUSat (2002) stellten nach Verfitte-
rung des probiotischeBacillus cereusvar. toyoi ebenso erhdéhte Mengen von n-Buttersaure
fest. Angesichts der antimikrobiellen Wirkung vossigsaure und der Rolle der Buttersaure
als Energiequelle flr Enterozyten lasst sich hie@uf eine positive Wirkung von Probiotika,
unter andererk. faeciunNCIMB 10415 schliel3en.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Klar, Irina: ,Einfluss der Verflutterung des Probiotikums E. faec (NCIMB 10415) im fr-
hen postnatalen Stadium auf die Zusammensetzundtaifivechselaktivitat der gastroin-

testinalen Mikrobiota bei Ferkeln*

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Einflugs &Uhzeitigen Gabe des Probiotikums
Enterococcus faeciumCIMB 10415 (ab dem 1. Lebenstag) auf die Mikrddides gastroin-
testinalen Traktes von Ferkeln zu untersuchen.olieis sowohl der Verbleib des zugefiihr-
ten Stammes im Magen-Darm-Trakt der Ferkel als aieltbakterielle Zusammensetzung der
Mikrobiota des Magens, distaldejunumaundColon ascendender Ferkel in allen wichtigen
Produktionsphasen (Saugperiode, Ubergang zum Restfdbsetzen) auf der Gattung- und
Spezies-Ebene qualitativ und quantitativ mithilflenvReal-Time PCR untersucht werden.
Ausgehend von der Hypothese, dass artverwandte desvgleiche Habitat besiedelnde Bak-
terien am ehesten Kandidaten fir einen probiotisdfiefluss sind, galt ein besonderes Au-
genmerk den gastrointestinalen Populationen detobaizillen. Die Arbeit wurde im Rahmen
des DFG-Forschungsprojekts 438 ,Integrative Analgse Wirkungsmechanismen von Pro-
biotika beim Schwein“ zwischen 2005 und 2007 duettirt.

Fir den Versuch wurden Sauen der Rasse Deutsclizdsse x Duroc und ihre Nachkom-
men in zwei Fltterungsgruppen — Kontroll- und Potikumgruppe — eingeteilt und raumlich
getrennt gehalten. Die Saugferkel wurden am 28ehstag von der Muttersau abgesetzt. Die
Supplementierung der Ferkel der Probiotikumgruptedem Probiotikum begann am ersten
Tag und dauerte bis zum 56. Lebenstag. In der Saiagie wurden Ferkel mit dem Probioti-
kum ab dem 1. bis zum 14. Tag in Form eines Inaksl(,8x18 KBE/mI) und ab dem 14.
bis zum 34. Tag durch Inokulum und Beimischung ZRrastarter-Futter (1,6x1KBE/qg)
versorgt. Ab dem 35. Lebenstag erfolgte die GalseRiebiotikums ausschlief3lich als Beimi-
schung zum Starter-Futter (4,1X1KBE/g). Das Futter der Sauen sowie der Kontratiéer
enthielt kein Probiotikum. Je funf Ferkel pro Greppurden am 7., 14., 28., 35. und 56. Tag
getotet, und es wurden Digestaproben aus MagetaglatisJejunumund Colon ascendens

entnommen.

Der spezifische Nachweis und die Quantifizierung geobiotischerEnterococcus faecium
NCIMB 10415 in den Digestaproben wurde tber einBBYGreen Real-Time PCR mit dem
spiked-matrixStandard durchgefuhrt. Qualitative Veranderungen gesamten bakteriellen
Zusammensetzung in den untersuchten Proben wurdkitfender denaturierenden Gradien-
ten-Gelelektrophorese (DGGE) dargestellt. Die Madifung der Mikroflora auf der Gat-
tungsebene wurde quantitativ iber SYBRGreen- ugMBa-Real-Time PCR-Assays ebenso
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mit einemspiked-matrixStandard und den Primern fiiactobacillus spp., Enterococcus spp.,
Bifidobacterium sppundEscherichia sppermittelt. Auf der Spezies-Ebene wurdesctoba-
cillus acidophilus, L. amylovorus, L. johnsonii,hucosae, L. reutesowie die mit dem ver-
futterten probiotischen Stamm eng verwandierfaeciumund E. faecalisquantifiziert. Die
Bestimmung der bakteriellen Stoffwechselaktivitdbkgte durch Messung der Konzentratio-
nen von Laktat, Ammoniumionen und fliichtigen Fette@ in den untersuchten Digestapro-

ben.

Der untersuchte probiotische StantinfaeciumNCIMB 10415 kann den Transit durch Ma-
gen und Dunndarm der Ferkel Uberleben und in ememmehrungsfahigen Zustand das-

lon ascendensrreichen. Die hochsten Konzentrationen des Prighiots in Magen, distalem
Jejunumund Colon ascendenaurden nach zweiwoéchiger Supplementierung gemessea
weitere Verfutterung fuhrte zu keiner Erh6hung Bepulationsgréfe mehr. Die errechneten
prozentualen Anteile vok. faeciumNCIMB 10415 an der gesamten bakteriellen Population
lassen die Schlussfolgerung zu, dass der untees®&thmm nur eine untergeordnete Rolle in
der gastrointestinalen bakteriellen Gemeinschatlts@ie nach dem Absetzen steigenden
prozentualen Anteile des Probiotikums an der gesarbiakteriellen Population im Magen
und im distalenJejunumkdnnten darauf hindeuten, dass zumindest in dies&alisationen
die frihzeitige Supplementierung niit faeciumNCIMB 10415 die weitere Zusammenset-
zung der Mikrobiota beeinflussen kann.

Hinsichtlich der mittels DGGE ermittelten Zusammeasing der eubakteriellen Populationen
konnten in der Saugperiode nur vereinzelt statistsgnifikante Unterschiede zwischen den
beiden Futterungsgruppen ermittelt werden. Nach Absetzen (31., 35. und 56. Tag) jedoch
waren die Magen-Jejunum-und Colon ascendenblikrobioten der Probiotikum-Ferkel sig-
nifikant diverser als die der Kontrolltiere. Diekberiellen Populationen waren zwischen den
Tieren der Probiotikum-Gruppe in allen Lokalisagonund zu fast allen Beobachtungszeit-
punkten ahnlicher als in der Kontrollgruppe, waerdhlls auf eine hohere Stabilitat und Ho-
mogentitat der gastrointestinalen Mikrobiota in Beobiotikum-Gruppe hindeutet.

Auf der Gruppen-Ebené_éctobacillus spp., Enterococcus spp., Bifidobaatarspp., Esche-
richia spp) zeigte der probiotische Stami faeciumNCIMB 10415 nur auEnterococcus
spp.in Magen,Jejunumund Colon ascendenan allen Beobachtungszeitpunkten eine statis-
tisch signifikant férdernde Wirkung. Die Zahl dénmrfden Organismus potenziell glinstigen
Laktobazillen erhéhte sich im Magen u@lon ascendens der Probiotikum-Gruppe nur
tendenziell in der Saugphase und nach dem AbseEigndie Bifidobakterien wurde kein

statistisch signifikanter Unterschied zwischen beiérutterungsgruppen ermittelt. Die Belas-
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tung des Magen-Darm-Traktes niischerichia sppwar in der Probiotikumgruppe nur ge-

ringfligig geringer als in der Kontrollgruppe.

Betrachtet man die Ergebnisse der Analyse dergaststinalen Laktobazillen-Populationen,
so lasst sich mit Blick auf. johnsoniieine férdernde Wirkung vola. faecium NCIMB 10415
feststellen. Die Zellzahlen dieser Spezies waretemProbiotikum-Gruppe sowohl im Magen
als auch im distaledejunumund imColon ascendengor und nach dem Absetzen signifikant
hoher als in der Kontrollgruppe. Der unter den tsuehten Laktobazillen-Population fast in
allen untersuchten Lokalisationen und an allen Bebtungstagen dominante Stamni.—
reuteri — unterlag dagegen keinem statistisch signifikamteabiotischen Einfluss. Nur ten-
denziell waren Zellzahlen vdn reuteriundL. amylovorusbei den Probiotikum-Tieren, vor-
wiegend nach dem Absetzen, héher als jene in detréligruppe. Obwohl nur wenige unter-
suchte Proberl. mucosagositiv waren, war eine statistisch signifikanteirkMing des
verflutterten probiotischen Stamms auf diese SpemiadistalenJejunumfestzustellen — fast
an allen Beobachtungstagen waren sowohl die alesohls auch die relativen Zellzahlen in
der Probiotikum-Gruppe Kleiner als in der Kontrplgas mit einer mdglichen verminderten
Abschilferung der Epithelzellen in das Darmlumenmbuaden sein kdnntd.. acidophilus
wurde unter den untersuchten Laktobazillen-Poputath zu den Begleitspezies gezahlt; der
Stamm wurde an keinem Beobachtungstag und an keeémamtersuchten Lokalisationen von
E. faeciumNCIMB 10415 nachweislich beeinflusst.

Hinsichtlich der Verbesserung der Mikrobiota dudike Produktion von Laktat waren nur
wenige statistisch signifikante Unterschiede zwesctden beiden Versuchsgruppen zu regist-
rieren. Tendenziell war die Konzentration an L(-gktat in der Probiotikum-Gruppe sowohl
im Jejunumals auch imColon an fast allen Beobachtungstagen héher als in detrille.
Jedoch bestand keine Korrelation zwischen den &dkn vonE. faeciumNCIMB 10415
bzw. Enterokkoken und dem gemessenen Laktat. Dagegete eine solche Korrelation fur
Zellzahlen vorLactobacillus sppund einzelne andeteactobacillusSpezies festgestellt wer-
den. Dies, ebenso wie die erhohtenohnsoniiZellzahlen, die tendenzielle Reduzierung von
Escherichia sppsowie niedrigere Ammoniak-Konzentrationen an alBsobachtungszeit-
punkten und erhdhte Essig- und n-Buttersdure-Memgeh dem Absetzen in der Probioti-
kum-Gruppe deuten darauf hin, d&daeciumNCIMB 10415 eine zumindest indirekte Wir-
kung auf die intestinale Mikrobiota der Ferkel aaist.
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6. SUMMARY

Klar, Irina: ,Effect of the probiotic E. faecium (NCIMB 10415 a diet supplement in the
early post-natal period on the composition and inetabolic activity of the gastrointestinal

microbiota of piglets*

This study examined the effects of the probid&mterococcus faeciumMiCIMB 10415 as a
diet supplement (administered from th& day post natum) on the intestinal microbiota of
piglets. Using different PCR methods, we invesadaiboth qualitatively and quantitatively)
the bacterial composition of the microbiota in gtemach, distajejunum andcolon ascen-
densof piglets throughout the suckling period, thensidion to solid food, and the weaning
period, thereby keeping track of the applied probiwithin the gastrointestinal tract. Based
on the expectation that similar bacteria and thmsmuipying the same habitat are the most
likely candidates for a probiotic influence, theimbocus was on the gastrointestinal popula-

tions of lactobacilli.

For the trial, sows (Landrace x Duroc) and thdtetiwere divided into a probiotic- and a
control group and were kept separately. Pigletewezaned on the $&ay of life. The sup-
plementation of piglets in the probiotic group bege day 1 and lasted until the"56ay of
life. During the suckling period, from day 1 to Plglets received the probiotic via inoculum
(4,8x10 CFU/mI) and via supplement to the pre-starter (ighx1d CFU/g) from day 14 to
34. Starting on day 35, the probiotic was adminéstealong with the starter diet (4,1%10
CFU/qg). The sow and piglet diet of the control gramontained no probiotic. Five piglets per
group were euthanised on day 7, 14, 35, and 5f¢ectigely, and digesta samples were re-

moved from the stomach, disjajunumandcolon ascendens

SYBR-Green real time PCR with spiked matrix staddaxas applied for the specific detec-
tion and quantification of the probiotiE. faeciumNCIMB 10415 in the digesta samples.
Qualitative changes of the overall bacterial contmos in the samples under examination
were identified using the denaturing gradient detteophoresis (DGGE) method. Quantita-
tive modifications to the microbiota on the genegel were examined by SYBR-Green and
TagMan real time PCR assays, using spiked matamdstrds and primers fduactobacillus
spp, Enterococcus sppBifidobacterium spp.and Escherichia sppOn the species level,
Lactobacillus acidophilus, L. amylovorus, L. johnsoL. mucosae, and L. reuteas well as
E. faeciumund E. faecaliswere quantified. Concentrations of lactate, amm@nions and
short chain fatty acids were measured in ordevéduate the degree of metabolic activity.

E. faeciumNCIMB 10415 survived the transit through the stolmand small intestine of the
piglets and was found in thelon ascendenm high cell numbers. The highest concentration
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of the examined probiotic in the gastrointestimatt was measured two weeks into the trial —
subsequent supplementation led to no further iser@athe size of the population. The ratio
of E. faeciumNCIMB 10415 within the overall bacterial populatisnggested that the exam-
ined strain plays a subordinate role in the gastestinal bacterial community. However, in-
creasing ratios of the probiotic regarding theltbtecterial population in stomach and distal
jejunum samples after weaning may point to modgy&ffects on the composition of the mi-
crobiota in these localisations, which resultedrfran early supplementation wikh faecium
NCIMB 10415.

Regarding the eubacterial composition, only sparathtistically significant differences be-
tween the two trial groups became visible beforamimeg. After weaning (days 31, 35, and
56), however, the microbiota of the stomach, digjainum and colon ascendens of the probi-
otic piglets was significantly more diverse thaattbf the control piglets. At the same time,
bacterial populations were more similar betweemais of the probiotics group in all local-
isations and at almost all points of observatiohicl also indicates a higher consistency and
homogeneity of the gastrointestinal microbiota wittihat group.

On the bacterial group levelL4ctobacillus spp., Enterococcus spp., Bifidobaater spp.,
Escherichia spp, the probiotic strain showed a significant beciafi effect only onEntero-
coccus sppin all locations and at all points of observationse number of potentially bene-
ficial lactobacilli tended to increase in the st@mandcolon ascendensf probiotic piglets in
both the suckling and the post-weaning period. @gksbifidobacteria, no statistically signifi-
cant difference could be found. The number of hatfscherichia sppwas slightly lower in

the probiotics group compared to the control group.

Concerning the results of the analysis of gastesiimal lactobacilli, an effect d&. faecium
NCIMB 10415 onLactobacillus johnsonicould clearly be discerned. The cell numbers of
this species were significantly higher in the potios group in all three locations and both
before and after weaning. The dominant lactobac#iain —L. reuteri— was, however, not
significantly affected by the administered prolsotCell numbers ok. reuteriandL. amylo-
vorustended to be higher in the probiotics group, ity a significant margin. Fdr. mu-
cosae despite reduced presence in sample extracts Lieing detected in only a few sam-
ples), a statistically significant effect was dételc on almost all days of observation, both
absolute and relative cell numberslofmucosaenere smaller in the probiotic group com-
pared to the control group. As this strain is kndevradhere to intestinal mucus, this may be
connected to a reduced cell turnover of inteste@thelium.L. acidophiluswas counted

among the accompanying species within the exanpogdlation of lactobacilli — at no point
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in time and in none of the localisation was it desteably affected bye. faeciumNCIMB
10415.

With a view to the possible improvement of the mimota through augmented production of
lactate, only isolated significant differences betw the two trial groups were registered. On
almost all days of observation, there was a tendémcthe concentration of I-lactate to be
higher in the probiotics group, both in theuum and in the alon ascendensThere was,
however, no correlation between the cell numbers.daeciumNCIMB 10415- or enteroc-
coci, respectively — and the amount of lactatesteged. Yet such a correlation was detected
between the cell numbers fbactobacillus sppand single othelactobacillusspecies. This
observation, along with the increase in cell nuralder L. johnsonij the tendency towards a
reduction ofEscherichia spp.a lower concentration of ammonia at all pointgiine, and a
quantitative increase of acetic and n-butyric afigr weaning in the probiotics group, sug-
gests thak. faeciumNCIMB 10415 does exert an indirect effect on thenposition and ac-

tivity of the intestinal microbiota of piglets.
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Tab. Al: Zusammensetzung des Pramixes (pro kg Hauptfutter)

Tragende Sauen Laktierende Sauen Ferkel
Vitamin A, IE 12,000 16,000 4,800
Vitamin Ds, IE 1,500 2,000 480
Vitamin E, mg 45,0 60,0 50,4
Vitamin Kz, mg 2,6 3,5 2,4
Thiamin, mg 15 2,0 2,4
Riboflavin, mg 45 6,0 3,0
Vitamin Bs, mg 3,0 4.0 4.8
Vitamin By, ug 28,5 38,0 36,0
Nicotinic acid, mg 18,8 25,0 42,0
Biotin, pg 112,5 150,0 240,0
Pantothenic acid, mg 7,5 10,0 18,0
Folic acid, mg 0,9 1,2 1,2
Choline chloride, mg 300,0 400,0 960,0
ZnSQ, mg 75,0 100,0 60,0
FeSQ, mg 150,0 200,0 24,0
MnO, mg 60,0 80,0 60,0
CusQ, mg 23,3 31,0 14,4
CoSQ, mg 0,6 0,8 480,0
NaSeQ, mg 0,3 0,4 420,0
Nal, mg 1,5 2,0 0,6
NacCl, g 1,5 2,0 1,5
CaCQ, mg 825 11g -
Mg, g - - 0,6
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Tab. A2: Materialien fur die Herstellung des Real-Time PCRrantifizierungsstandards

Materialien und Lésungen Hersteller
KULTIVIERUNG DER REFERENZSTAMME
Referenzstimme (Lyophilsate und Kryokulturen) DSPeytschland

Wachstumsmedien fir Referenzstamme

Herstellungabot

Reagenzienmischung zur Erzeugung eines anaeMERK, Darmstadt, Deutschland

ben Milieus Anaercult®A ¢
Anaerobenttpfe

Zentrifuge Megafuge 1.0R

Zentrifuge Megafuge 20
Thoma-zZéhlkammer

Lichtmikroskop (mit dem 40x Objektiv)
1% Peptonwasser

BEIMPFUNG DER FECES-PROBEN

Eppendorf-GefaRe auf 1,5 od. 2,0 ml
Plastikréhrchen auf 15 und 50 ml
Autoklavierter Sauenkot
Kuhlschrank (+4°C; -30°C; -80°C)

MERK, Darmstadt, Deutschland
HERAEUS, Osterode, Deldsth
HERAEUS, Osterode, Deutsthla

EPPENDORF A@nburg, Deutschland
GREINER BIO-ONE B Frickenhausen, Deutschl.

UBERPRUFUNG DER QUANTIFIZIERUNGSSTANDARDS AUF KbE

Inokulierte Proben
Ringer-Lésung
Selektive Agarmedien

Herstellung im Labor
Herstellung im Labor

Reagenzienmischung zur Erzeugung eines anadvii=RCK, Darmstadt, Deutschland

ben Milieus Anaercult®A,C

Anaerobenttpfe
Drigalski-Spatel
70% Ethanol

MERCK, Darmstadt, Deutschland

CARL ROTH GMBH, Karlsruhe, Deutschland

GEWINNUNG BAKTERIELLER DNA AUS DEN INOKULIERTEN PRO BEN

Inokulierte Probe
Scintillationsréhrchen fur Retsch-Muhle
Glasperlen (0,25mf

Oak Ridge®-Zentrifugenréhrchen
Wasserbad

Retschmihle

Kuhlzentrifuge Sorvall RC 5B

Vortex

Pelaus-Ball fur Glaspipetten
Glaspipetten auf 10 und 20 ml
DMPC-behandeltes Wasser
GITC-L6sung
Rotiphenol-Chloroform
Chloroform/Isoamylalkohol (24:1)
2-Propanol (Isopropanol) (eiskalt)
70% Ethanol (eiskalt)

Zentrifuge Biofuge 13
Nucleo-Spin® Tissue Kit

Pipetten auf 10, 100 und 1000 ul
Pipettenspitzen auf 10, 100 und 1000 p!

CARL ROTH GMBH, Karlsruhe, Deutschland
NALGE COMPANY, USA

F.RETSCH GMBH, Haan, Deutschland

DU PONT de Nemours GNiBBad Homburg,
Deutschland

Herstellung im Labor
Herstellung im Labor
CARL ROTH GMBH, Karlsruhe, ixschland
Herstellung im Lab
CARL ROTH GMBIKkhrlsruhe, Deutschland
CARL ROTH GMBH, Karlsruhe, idgchland
HERAEUS, Osterode, Deutsctilan
MACHERY-NAGEL, Diren, Deatdand
EPPENDORF AG, HamgDeutschland
BIOZYM, $1&ddendorf, Deutschland
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Tab. A3: Referenzstamme und Kultivierungsbedingungen

Stamm/Name DSM Nummer | Nahrmedium T,°C 02
Acetomicrobium faecale DSM 20678

Bifidobacterium adolescentis DSM 20083 BBM 37 -
B. bifidum DSM 20456 BBM 37 -
B. longum DSM 20219 BBM 37 -
B. suis DSM 20211 BBM 37 -
B. thermophilum DSM 20210 BBM 37 -
Escherichia coli DSM2840 LB 37 +
E. coli (institutseigene) PS37 LB 37

E. coli(institutseigene) PS79 LB 37

E. coli(institutseigene) PS90 LB 37

Enterococcus cecorum DSM 20682 LB 37 microaerophilic
E. durans DSM 20633 LB 37 +
E. faecalis DSM 13591 LB 37 microaerophilic
E. faecium (Cylactin) NCIMB 10415 LB

E. hirae DSM 20160 LB 37 +
E. villorum DSM 15688 LB microaerophilic
Lactobacillus acetotolerans DSM 20749 LAS 30 +
L. acidophilus DSM 20079 MRS 37

L. alimentarius DSM 20249 MRS 30 +
L. amylovorus DSM 20531 MRS 37 +
L. animalis DSM 20602 MRS 37 +
L. bifermentans DSM 20003 MRS 30 +
L. bifidus DSM 20100 MRS 30 +
L. brevis DSM 20054 MRS 30 +
L. delbrueckii s. bulgaricus DSM 20081 MRS 37

L. casei DSM 20011 MRS 30

L. crispatus DSM 20584 LAS 37 -
L. delbrueckii DSM 20711 LAS 37

L. farciminis DSM 20184 MRS 30 +
L. fermentum DSM 20052 MRS 37 +
L. gallinarum DSM 10532 MRS 37 +
L. gasserii DSM 20243 MRS 37 +
L. jensenii DSM 20557 MRS 37 +
L. johnsonii DSM 10533 MRS 37 +
L. mucosae DSM 13345 MRS 37 +
L. murinus DSM 20452 MRS 37 +
L. panis DSM 6035 LAS 37 +
L. paracasei DSM 20020 MRS 30 +
L. plantarum DSM 20174 MRS 30 +
L. pontis DSM 8475 LAS 30 +
L. reuteri DSM 20016 MRS 37 +
L. rhamnosus DSM 20021 MRS 37 +
L. sharpeae DSM 20505 LAS 30 +
L. vaginalis DSM 5837 MRS 37 +
L. salivarius subsp. Salivarius DSM 20555 MRS 37 +
L. zeae DSM 20178 MRS 37 +
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Tab. A3 (Forts.)

Lactococcus lactis subsp. Lactis DSM 20481 LAS 30 +
Streptococcus alactolyticus DSM 20728 BHI 37 +
S. bovis DSM 20480 BHI 37 +
S. infantis DSM 12492 BHI 37 +
S. mutans DSM 20523 BHI 37 +
S. porcinus DSM 20725 BHI 37 +
S. salivarius DSM 20560 BHI 37 +
S. suis DSM 9682 BHI 37 +
S. dysgalactiae subsp. dysgalactine DSM 20662 BHI 37 +
S. hyointestinalis DSM 20770 BHI 37 +
S. gallolyticus DSM 13808 BHI 37 +
Weissella confusa DSM 20196 MRS 30 +
W. hellenica DSM 7378 MRS 30 +
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Tab. A4: Zusammensetzung der Nahrmedien fir die Kultivigrder Referenzstamme

Medium Rezeptur

Hersteller der Komponenten

BBM 10,0 g

Pepton aus Casein

500 Hefeextrakt
500 Fleischextrakt
500 Pepton aus Soja
10,0g Glucose
20g KHPO,
0,29 MgSe7H,0O
0,05¢ MnS&4H,0
1,0 ml Tween 80
50¢9 NaCl
40,0 mi Salzlésung
950,0 ml HOhidPsI
Autoklavieren (121°C, 20 min)
+ 4,0 ml Resazurin (25 mg/100ml)
pH=6,8
LAS 10,0 g Pepton aus Casein
500 Hefeextratkt
10,0g Fleischextrakt
20,09 Glucose
1,0 ml Tween 80
5 0ml Natriumacetat, 20%
3,09 Natriumcitrat
20,0 ml 1% MgS@7H,0
5,0ml 1% MnS@4H,0
ad. 1 L #Dpigest
Autoklavieren (121°C, 20 min)
pH=5,5
MRS 52049 MRS Bouillon
+ 1 L pOpidest
Autoklavieren (121°C, 12 min)
pH=6,2
LB 10,09 Tryptose
50¢9 Hefeextrakt
500 NacCl
109 Glucose
ad. 1 L Dyigest
Autoklavieren (121°C, 20 min)
pH=7,0
3704q Brain Heart Infusion

BHI
pH=7,4

+ 1 L bOyidest

Autoklavieren (121°C, 20 min)

MERCK, Darmstadt, Deutschland

MERCK, Darmstadt, Deutschland

MERCK, Darmstadt, Deutschland

MERCK, Darmstadt, Deutschland

MERCK, Darmstadt, Deutschland

CARL ROTH GMBH, Karlsruhe, Deutschland

CARL ROTH GMBH, Karlsruhe, Deutschland

CARL ROTH GMBH, Karlsruhe, Deutschland
MERCK SCHUCHH. OHG, Hohenbrunn, Deutschland
CARL ROTH GMBH, Karlsruhe, Deutschland

MERCK, Darmstadt, Deutschland

MERCK, Darmstadt, Deutschland

MERCK, Darmstadt, Deutschland

MERCK, Darmstadt, Deutschland

MERCK SCHUCHH. OHG, Hohenbrunn, Deutschland
CARL ROTH GMBH, Karlsruhe, Deutschland

CARL ROTH GMBH, Karlsruhe, Deutschland

CARL ROTH GMBH, Karlsruhe, Deutschland

CARL ROTH GMBH, Karlsruhe, Deutschland

CARL ROTH GMBH, Karlsruhe, Deutschland

MERCK, Darmstadt, Deutschland
MERCK, Darmstadt, Deutschland
CARL ROTH GMBH, Karlsruhe, Deutschland
MERCK, Darmstadt, Deutschland

CARL ROTH GMBH, Karlsruhe, Deutschland
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Tab. A5: Zusammensetzung und Zubereitung der Selektivmedien

Medium Rezeptur Hersteller der Komponenten
DEV-Endo 39,09 DEV-Endo Agar CARL ROTH GMBH, Karlsruhe, Germany
+1 L bOpiest
Autoklavieren (121°C, 15 min)
pH=7.,4
S&B 42,09 S&B Agar OXOID LTD., Basingstoke, Hants., UK
+ 1 L BDpidest
Autoklavieren (110°C, 10 min)
pH=7,2
LAS 10,0 g Pepton aus Casein MERCK, Darmstadt, Germany
509 Hefeextratkt MERCK, Darmstadt, Germany
10,0 ¢ Fleischextrakt MERCK, Darmstadt, Germany
20,09 Glucose MERCK, Darmstadt, Germany
1,0 ml Tween 80 MERCK SCHUCHHARDT OHG, Hohen-
brunn, Germany
5,0 ml Natriumacetat, 20% CARL ROTH GMBH, Karlsruhe, Germany
3,09 Natriumcitrat CARL ROTH GMBH, Karlsruhe, Germany
20,0 mi 1% MgS@X7H,0 CARL ROTH GMBH, Karlsruhe, Germany
5,0ml 1% MnS@4H,0 CARL ROTH GMBH, Karlsruhe, Germany
130g¢g Agar-Agar MERCK, Darmstadt, Germany
ad. 1 L M®pigest

BHI+Blut (1%)

Autoklavieren (121°C, 20 min)
pH=5,5

52,0 g Brain Heart Infusion Agar

+1 L BOvidest
Autoklavieren (121°C, 20 min)

pH=7,4

Nach der Abkihlung des Mediums
(40°C) folgt Zugabe 10,0 ml des de-
fibrinierten Blut von Sauen

CARL ROTH GMBH, Karlsruhe, Germany
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Tab. A6: Zusammensetzung der GITC- und Chloroform/Isoamgladk-L6sung

Lésung Rezeptur Hersteller der Komponenten
DMPC- 1mi DMPC SIGMA-ALDRICH CHEMIE GMBH,
behandeltes 1000 ml HOyjgest Steinheim, Deutschland
Wasser
GITC-LOsung 75 ml GITC CARL ROTH GMBH, Karlsruhe, Deutschl.
100 ml  CSB-Puffer (autoklav.)
CSB-Puffer 3,259 tri-Na-Citrat-dihydrat CARL ROTH GMBH, Karlsruhe, Deutschl.
2,075g N-Lauryl Sarcosin SIGMA-ALDRICH CHEMIE GMBH,
_ Steinheim, Deutschland
S0ul Antifoam A SIGMA-ALDRICH CHEMIE GMBH,

teinheim, Deutschland
100 ml  HOpigest S ’

ad. 250 mljﬂ)bidest
Autoklavieren (121°C, 20 min)
50 pl Mercaptoethanol
250 pl 0,1 MDTT

Chlorophorm/ 240 ml Chlorophorm CARL ROTH GMBH, Karlsruhe, Deutschl.
Isoamylalkohol 10 ml Isoamylalkohol CARL ROTH GMBH, Karlsruhe, Deutschl.
(24:1)

Tab. A7: Verwendete Materialien fur die Durchfiihrung der REane PCR

Materialien uns Losungen Hersteller

Gereinigte DNA-Extrakte aus den Referenzkulturen
und Quantifizierungsstandard

Real Time QPCR System Mx3000P® STRATAGENE, AmsiargNiederlande
Gruppen- und spezies-spezifische Oligonukleotide  GABIotech AG, Ebersberg, Deutschland
HotStarTaq Master Mix Kit QIAGEN GMBH, Hilden, Desdghland

Brilliant® SYBR® Green QPCR Master Mix Kit STRATAQGHE, Amsterdam, Niederlande

Real Time PCR-GefalRe auf 0,2 ml und passerBlERATAGENE, Amsterdam, Niederlande
Deckel

Vortex Genie 2 SCIENTIFIC INDUSTRIES, Bohemia, N.Y.
USA

Eppendorf-Gefale auf 1,5 und 2,0 ml EPPENDORF, Hagitbeutschland

Automatische 1-Kanal Transfer-Pipetten BRAND GMBMertheim, Deutschland

Pipetten-Spitzen auf 10, 100 und 1000 pl BIOZYMssi®Ildendorf, Deutschland
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Tab. A8: Verwendete Materialien fir die Durchfiihrung désGE

Materialien Hersteller

AMPLIFIKATION DER 16S-rDNA-FRAGMENTE
Gereinigte DNA-Extrakte

HotStarTaq Master Mix Kit QIAGEN, US

Primer F-968-GC und R-1401 MWG-Biotech AG, Ebergh&eutschland
DNAse/RNAse-freies Wasser

Vortex Genie 2 SCIENTIFIC IDUSTRIES, Bohemia, N.Y., USA
Eppendorf-GefalRe auf 1,5 und 2,0 ml EPPENDORF, Hagbeutschland
Automatische 1-Kanal Transfer-Pipetten BRAND GMBMertheim, Deutschland
Pipetten-Spitzen auf 10, 100 und 1000 ul BIOZYMssi®Ildendorf, Deutschland
PCR-Gefalze auf 0,2 ml BIOZYM, Hess.Oldendorf, Dehisnd

T1 Thermocycler BIOMETRA, Géttingen, Deutschland
VORBEREITUNG DER DGGE-APPARATUR

Elektrophorese-System INGENY phorU-2 INGENY, Goestliérlands

Glasplatten INGENY, Goes, Netherlands

Spaser INGENY, Goes, Netherlands

Kamm mit 32 und 48 Taschen INGENY, Goes, Nethedand

GelBond® PAG Film BIOZYM, Hess.Oldendorf, Deutsaldia
Elektrophorese-Puffer s. Tab. A9

70% Ethanol CARL ROTH GMBH, Karlsruhe, Deutschland
HERSTELLUNG DES POLYAKRYLAMID-GELS

Aqua bidest.

100% denaturierendes Polyacrilamid
0% denaturierendes Polyacrilamid

Gradientenmischer INGENY, Goes, Netherlands

Peristaltikpumpe RIETSCHLE THOMAS SCHOPFHEIM GMBH,
Schopfheim, Deutschland

Plastikréhrchen (50 ml) GREINER BIO-ONE GMBH, Frazkhausen, Deutschl.

Pipette auf 10 ml EPPENDORF, Hamburg, Deutschland

Magnetrihrer IKA LABORTECHNIK, Staufen, Deutschtan

TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin) CARL RQT GMBH, Karlsruhe, Deutschland

10% APS (Ammoniumpersulfat) FLUKA CHEMIE GMBH, Buchs, Schweiz

BELADEN DES GELS

Zusammengebaute Gel-Kassette mit dem Gel

PCR-Produkte

Auftragspuffer Roti®-Load DNA mit Saccharose CARDRH GMBH, Karlsruhe, Deutschland

96-Well-Mikrotiterplatten GREINER BIO-ONE GMBH, Frkenhausen, Deutschl.
Automatische 8-Kanal Transfer-Pipetten BRAND GMBMertheim, Deutschland
Pipetten-Spitzen auf 10 und 100 pl BIOZYM, Hess.Oldendorf, Deutschland

Pipetten-Spitzen fiir die Beladung des Gels CARL ROTH GMBH, Karlsruhe, Deutschland
Multi-Flex® 0,5-200 pl ECOFLEX®Tips

FARBUNG DES GELS

Fixierldsung s. Tab. A9

Silber-Lésung s. Tab. A9

Entwickler s. Tab. A9

Aufbewahrungslésung s. Tab. A9

Zellophanmembran BIOSTEP GMBH, Jahnsdorf, Deutsthla
Ofen
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Tab. A9: Verwendete Lésungen fur die Durchfiihrung der DG@# der Farbung des fertigen Gels

Lésung Rezeptur Hersteller der Komponenten
Elektrophorese-Puffer 170 ml 50x TAE
16,83 L BOvidest
50x TAE 242 ¢ TRIS CARL ROTH GMBH, Karlsruhe, Deutsch-
57,1 ml Eisessigsaure land
FLUKA CHEMIE GMBH, Buchs,
100 mi 0,5M EDTA Schweiz
CARL ROTH GMBH, Karlsruhe, Deutschl.
Cairn’s Fixierlésung 200,0 ml 96% Ethanol CARL ROTH GMBH, Karlsruhe, Deutschl.
(8x) 12,0 ml Essigsaure FLUKA CHEMIE GMBH, Buchs,
38,0 ml BDbidest Schweiz
Cairn’s Fixierlésung 200 ml Fixierldsung (8x)
(1x) 1400 ml bObides
Aufbereitung in 2 Flaschen
Silber-Lésung 2,09 AgND FLUKA CHEMIE GMBH, Buchs,
Schweiz
800 ml Fixierldsung (1x)
Entwickler 750 ml 1,5% NaOH CARL ROTH GMBH, Karlsruhe, Deutsch-
2250 pl Formaldehyd land
FLUKA CHEMIE GMBH, Buchs,
Schweiz
250 ml 96% Ethanol CARL ROTH GMBH, Karlsruhe, Deutschl.
Aufbewahrungslésung 100 ml Glycerin BIOMOL GMBH, Hamburg, Deutschl.
650 ml bObides
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Tab. A10: Kolonisierung des gastrointestinalen Trakts dek&lenit dem probiotischeR. faecium

NCIMB 10415
Alter Magen Jejunum Colon p*
Median a Median Median
(min.Wert-max.Wert) (min.Wert-max.Wert) (min.Wert-max.Wert)
Absolute ZellzahE. faeciumNCIMB 10415, Log Zellzahl/ g FM

7 4,23 (3,97-5,89) 5 4,07(3,65-5,68) 4 6,31(5,87-6,82) 5 ab,c

14 4,58(3,61-5,47) 5 4,34(2,63-4,65) 3 6,02(4,67-6,36) 5 b

28 3,23(2,33-3,88) 5 2,83(1,94-3,91) 5 4,44(3,52-4,65) 5 bc

31 3,93(2,99-4,26) 5 3,31(2,39-4,39) 5 3,97(3,66-4,43) 5 -

35 3,97(3,08-4,34) 5 3,86(2,94-5,15) 5 4,54(4,18-4,63) 4 ¢

56 3,60(2,46-4,20) 5 3,93(2,88-5,16) 5 4,58(4,45-4,83) 5 b

Anteil de<€. faeciunNCIMB 10415 an der gesamten Enterokokken-Populaio

7 5,05(0,24-12,34) 5 2,61(1,53-5,54) 4 7,55(4,27-15,61) 5 ¢

14 6,80(0,30-9,32) 5 3,40(0,13-7,69) 3 5,38(1,34-13,68) 5 -

28 2,45(0,71-4,46) 5 1,26(0,07-7,02) 5 3,23(1,24-9,40) 5 -

31 4,20(0,38-5,29) 5 12,28(4,22-21,92) 5 4,26(1,67-8,78) 5 a

35 5,22(2,82-8,75) 5 4,86(0,05-7,77) 5 0,03(0,02-3,91) 4 ¢

56 4,63(2,02-11,29) 5 5,40(1,58-29,82) 5 6,00(3,99-13,78) 5 -

Anteil des E. faecium NCIMB 10415 an der gesam&® (DNA-Gemeinschaft, %

7 1,44x10° 5 5,13x10° 4 2,30x10* 5 a
(1,70x10°-1,45x10°) (4,00x10°-1,38x10° (2,90x10°-9,00x10%

14 7,92x10° 5 1,26x10° 3 1,39x10° 5 -
(1,50x10°-1,40x10°) (1,00x10°-9,40x10°) (1,60x10°-3,32x10%

28 1,46x10° 5 1,41x10° 5 6,71x10° 5 b,c
(6,00x10°-2,69x10°) (0,00E+00-1,02x16) (1,00x10°-7,00x10°%

31 1,92x10° 5 1,53x10* 5 5,98x10° 5 ab.c
(2,35x10%1,23x10?) (2,80x10°-2,54x10°% (1,00x10°-5,00x10°)

35 2,63x10° 5 1,56x10* 5 4,81x10° 4 b,c
(4,60x10%7,68x10°) (3,70x10°-2,32x10° (0,00x10°-1,00x10°)

56 4,73x10° 5 8,13 x10* 5 1,33x10° 5 b,c

(2,41x10°-8,47x10°)

(4,50x10°-8,02x10°

(3,00x10°-1,60x10°)

a - Anzahl der positiven Ergebnisse von jeweilsitetsuchten Proben; b - Median (minimaler Wert —
maximaler Wert); * - Signifikanztest fir Paaruntgriede nach Wilkson. Signifikanzen fur die Paare:
a - Magen-Jejunump - Magen-Colong - Jejunum-Colon ergaben Werte auf dem Niveau 90%

0,05.
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Tab. A11: Gehalt der extrahierten DNA und Zelldichte debaderiellen 16S rDNA-Population im
Magen der Versuchsferkel

DNA-Konzentration Eubakterielle Population
[ng/ul] [Lg 10 Zellen/g Feuchtmasse]
Alter KG? PG P KG PG b
(n=5) (n=5) (n=5) (n=5)
7 92,6 437,2 0,46 10,13 10,68 0,17
(82,3-212,6)  (68,1-634,6) (9,31-10,66) (9,58-10,73)
14 150,7 293,9 0,25 10,57 10,62 0,91
(100,4-389,4)  (112-487,5) (9,41-11,17) (10,32-10,75)
28 170,1 124,9 0,75 10,04 9,07 0,05
(123,6-244,9)  (79,7-386,8) (9,26-11,08) (8,45-10,21)
31 60,4 92,6 0,53 8,10 8,65 0,34
(23-81) (8,8-653,9) (6,53-9,32) (6,9-9,62)
35 77,2 68,1 0,75 7,74 8,17 0,34
(63-132,6) (37,2-215,2) (6,39-9,08) (7,95-9,5)
56 110,7 66,8 0,83 7,11 8,08 0,04
(34,6-206,2)  (42,3-537,8) (6,01-7,28) (6,53-8,31)

a-Kontrollgruppe; b-Probiotikum-Gruppe; c-Anzahlrdentersuchten Proben; d-Signifikanz nach
Mann-Whitney Test; e-Median (minimaler Wert-maxieraéert)

Abb. Al: DGGE-Profile der eubakteriellen 16S rDNA-Populaéinonm Magen der Versuchsfer-
kel vor- (7., 14., 28. Tag) und nach dem Abset&dn, 35., 56. Tag)

(PG - Probiotikum-Gruppe, KG — Kontrollgruppe, SBtandard-Probe)
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Tab. A12: Diversitat der bakteriellen Gemeinschaft®ichnessaind Evennessim Magen der Ver-
suchsferkel (dargestellt sind errechnete Diversitdizes)

Richness Evenness
I
Alter
KG? PG B KG PG b
(N=5) (N=5Y (N=5) (N=5)
7 13 19 0,91 0,78 0,81 0,75
(3-34) (8-32) (0,74-0,84)  (0,49-0,91)
14 36 29 0,60 0,76 0,79 0,05
(7-42) (16-32) (0,63-0,91)  (0,73-0,88)
28 21 13 0,17 0,77 0,76 0,01
(7-38) (4-19) (0,74-0,92)  (0,69-0,88)
31 4 6 0,75 0,61 0,73 0,80
(1-18) (3-10) (0,58-0,93)  (0,44-0,91)
35 3 11,5 0,40 0,56 0,66 0,28
(1-12) (3-22) (0,44-0,69) (0,6-0,8)
56 1 3 0,84
(2-30) (0,69-0,91)
Shannon-Index Simpson-Index
7 2,16 2,21 0,46 0,15 0,14 0,75
(0,84-2,89)  (1,01-2,84) (0,08-0,51)  (0,09-0,58)
14 2,53 2,62 0,05 0,12 0,10 0,75
(1,62-3,35)  (2,02-3,03) (0,04-0,28)  (0,06-0,2)
28 2,50 1,96 0,01 0,15 0,19 0,05
(1,79-2,81)  (1,22-2,16) (0,09-0,19)  (0,16-0,35)
31 1,16 1,01 0,34 0,47 0,53 0,34
(0,65-1,88)  (0,81-1,66) (0,25-0,59)  (0,21-0,63)
35 0,75 1,73 0,24 0,58 0,25 0,03
(0,71-1,39)  (0,66-2,05) (0,36-0,66)  (0,19-0,65)
56 0,84 0,51
(0,48-2,86) (0,09-0,71)

a-Kontrollgruppe; b-Probiotikum-Gruppe; c-Anzahlrdentersuchten Proben; d-Signifikanz nach
Mann-Whitney Test; e-Median (minimaler Wert-maxigraiVert)

Tab. A13: Sérensen-Ahnlichkeitswerte der bakteriellen Genaiafien im Magen der Versuchsfer-
kel

Innerhalb der Fitterungsgru - Zwischen den

o pe Fltterungsgruppen

d—

< a

KG PG P° KG vs. PG P P

7 0,25 0,54 0,001 0,38 0,08 0,14
(0,11-0,55)  (0,39-0,89) (0,11-0,78)

14 0,29 0,43 0,002 0,4 0,10 0,01
(0,09-0,5)  (0,32-0,58) (0,15-0,62)

28 0,25 0,32 0,11 0,31 0,93 0,19
(0,09-0,48)  (0,1-0,46) (0,11-0,63)

31 0,3 0,46 0,002 0,37 0,32 0,21
(0,1-0,56)  (0,21-0,75) (0-0,86)

35 0,43 0,33 0,002 0,4 0,63 0,78
(0,15-0,75)  (0,16-0,55) (0,09-1)

56 0,31 0,5 0,03

(0,13-0,5) (0,06-0,67)

a-Kontrollgruppe; b-Probiotikum-Gruppe; c-Signifikanach Mann-Whitney Test; e-Median
(minimaler Wert-maximaler Wert)
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Tab. Al4: Populationen voihactobacillus sppund Enterococcus sp@m Magen der Versuchsferkel

Zellzahl Anteil an der gesamten eubakteriellen Popula-
[Logl10 Zellen/g Feuchtmasse] tion
[%]
Alter a n— _ d e _ -
KG? (N=5) PG (N=5f n P KG (N=5) PG (N=5) n P
Lactobacillus spp.
7 8,37 9,00 5/5 0,17 2,24 2,13 5/5 0,91
(7,44-9,01) (8,38-9,11) (0,95-6,66) (1,88-6,32)
14 8,55 9,09 5/5 0,25 1,27 2,65 5/5 0,17
(7,51-9,84) (8,26-9,44) (0,42-4,59) (0,87-6,24)
28 8,31 7,37 5/5 0,05 2,97 1,12 5/5 0,17
(7,44-9,82) (5,88-8,59) (0,34-5,50) (0,24-2,38)
31 6,35 7,29 5/5 0,75 2,44 3,22 5/5 0,91
(4,95-7,71) (3,61-8,13) (0,10-13,51) (0,05-4,34)
35 6,37 6,13 5/5 0,75 2,83 0,75 5/5 0,25
(4,23-7,47) (5,37-7,62) (0,10-4,27) (0,15-3,67)
56 4,85 5,95 5/5 0,46 0,39 0,73 5/5 1
(4,52-7,33) (3,84-7,26) (0,25-6,97) (0,20-9,04)
Enterococcus spp.
7 5,04 6,14 5/5 0,05 1,9x10° 7,3x10° 5/5 0,11
(4,6-6,16) (5,37-6,8) (8,0x10%8,4x10%  (1,9x10°%-2,2x10?%)
14 5,88 6,24 4/5 0,14 1,2x10° 4,9x10° 4/5 0,11
(4,75-6,22) (5,61-7,03) (0-3,92x10°%) (7,2x10%2,5x107)
28 5,63 4,84 5/5 0,25 2,1x10° 5,9x10° 5/5 0,17
(4,58-6,3) (4,31-5,64) (8,7x10%5,3x10%  (5,3x10*6,0x10?%)
31 4,20 5,41 5/5 0,009 1,2x10? 3,6x10? 5/5 0,25
(3,74-4,31) (5,21-5,55) (9,6x10*2,4x10Y)  (6,7x10%-3,23)
35 4,40 5,08 5/5 0,009 2,0x10? 8,1x10? 5/5 0,75
(4,05-4,57) (4,63-5,63) (1,2x10%1,51)  (5,2x10°1,4x10Y
56 4,00 5,11 5/5 0,11 1,2x10* 1,3x10* 5/5 0,75
(3,84-4,31) (3,79-5,37) (3,6x10%1,39)  (2,1x10%1,8x10Y

a-Kontrollgruppe; b-Probiotikum-Gruppe; c-Anzahlr dmtersuchten Proben; d-Anzahl der positiven
Ergebnisse von jeweils 5 untersuchten Proben (lktgtuppe/Probiotikum-Gruppe); e-Signifikanz
nach Mann-Whitney Test; f-Median (minimaler Wertximaaler Wert)
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Tab. A15: Populationen voiescherichia sppundBifidobacterium sppim Magen der Versuchsferkel

Zellzahl Anteil an der gesamten eubakteriellen Popula-
[Logl10 Zellen/g Feuchtmasse] tion
[%0]
Al a d e
ter KG® (N=5) PG (N=5 n P KG (N=5) PG (N=5) n P
Escherichia spp.

7 5,03 5,57 5/4 0,32 6,2x10* 1,3x10° 5/4 1
(3,14-5,85) (3,24-6) (5,0x10°-5,2x10%) (0-3,7x10%

14 4,74 4,42 5/4 0,80 1,0x10* 2,0x10* 5/4 0,46
(3,43-7,15)  (3,62-5,47) (4,0x10%2,2x10%)  (1,0x10°7,1x10%

28 5,12 4,22 4/5 0,32 6,8x10* 2,7x10* 4/5 0,32
(3,28-5,72)  (3,5-5,01) (6,0x10%4,7x10%  (1,3x10%3,6x10°%)

31 4,23 2,71 3/1 0,18 9,7x10° 1,1x10* 31 011
(3,09-5,32) (2,8x10°1,3x10%)

35 3,69 3,10 412 0,35 1,2x10? 3,2x10* 42 0,11
(3,45-5,16)  (2,68-3,53) (2,7x10*%4,5x10%)  (1,1x10%5,4x10%

56 33 2,82 11 0,31 6,3x10? 6,8x10* /1 0,31

Bifidobacterium spp.

7 5,13 5,44 2/4 0,64 1,7x10° 5,5x10% 2/4 1
(4,61-5,65)  (5,08-5,67) (2,4x10%3,2x10%  (2,2x10*3,9x10%)

14 5,36 6,03 212 043 1,7x10° 6,4x10° 22 0,43
(4,38-6,34)  (5,21-6,85) (6,0x10°-3,4x10%  (3,8x10*1,2x10?%)

28 5,31 5,05 4/1 0,48 8,8x10" 2,9x10° 4/1 0,48
(3,64-6,96) (5,0x10°-8,3x10?)

31 ND? ND ND ND

35 ND ND ND ND

56 ND ND ND ND

a-Kontrollgruppe; b-Probiotikum-Gruppe; c-Anzahlr dmtersuchten Proben; d-Anzahl der positiven
Ergebnisse von jeweils 5 untersuchten Proben (lktgtuppe/Probiotikum-Gruppe); e-Signifikanz
nach Mann-Whitney Test; f-Median (minimaler Wertximaaler Wert); g-keine Signalbildung wah-
rend der Real Time PCR
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Tab. A16: Populationen vom. acidophilusL. amylovoruaundL. johnsoniiim Magen der Versuchs-

ferkel
Zellzahl Anteil an der gesamten Laktobazillen-Population
[Logl0 Zellen/g Feuchtmasse] [%0]
Alter KG® (N=5) P& (N=5F n¢ pe KG (N=5) PG (N=5) n P
L. acidophilus
7 4,99 5,03 2/3 - 1,5%10? 2,9510? 2/13 0,37
(4,59-5,39)  (4,85-5,34) (6,5x103%-2,41x10%)  (8,2310°-8,57102)
14 5,23 5,30 2/2 - 4,7&10? 1,2810° 22 0,22
(5,02-5,45)  (4,91-5,7) (1,710%-7,86x10%)  (6,5(x10°-1,91x10?)
28 5,37 4,38 2/1 - 4,2%102 7,4x10? 211 0,22
(4,14-6,6) (2,5%10%6,07%10?)
31 2,13 1,61 11 031 6,0%10° 2,0%10% 1/1 0,31
35 2,18 ND? 1/0 - 6,3%10° ND 1/0
56 ND 3,34 0/1 - ND 1,1&10° 01
L. amylovorus
7 7,11 7,48 55 0,17 1,92 4,49 55 0,6
(5,73-7,33)  (7,06-7,69) (0,92-10,03) (2,35-4,86)
14 6,94 7,34 5/5 0,60 1,43 1,30 55 0,75
(4,47-7,69)  (6,21-7,81) (0,01-9,00) (0,52-3,34)
28 7,08 5,21 5/5 0,07 3,33 2,62 55 0,75
(4,7-8,34)  (3,15-6,13) (0,18-7,45) (0,024-21,43)
31 4,56 3,48 55 0,53 1,61 1,96 5/5 0,75
(2,42-6,45)  (2,7-6,42) (0,29-5,48) (0,003-12,47)
35 5,11 3,56 5/5 0,60 16,05 0,48 5/5 0,53
(3,07-6,58)  (2,85-6,42) (0,005-186,65) (0,009-57,13)
56 3,97 4,39 55 0,11 13,13 8,21 5/5 0,46
(2,87-4,34)  (2,68-6,3) (0,03-35,65) (0,05-335,05)
L. johnsonii
7 6,45 7,08 53 0,45 1,59 0,93 513 0,65
(3,65-7,21)  (5,91-7,31) (0,003-5,23) (0,08-2,05)
14 6,2 7,19 4/3 0,05 0,39 3,07 4/3 0,05
(4,35-7,17)  (6,82-7,58) (0,07-0,76) (0,60-3,65)
28 5,93 5,8 4/3 0,48 0,13 15,41 4/3 0,03
(4,72-6,61)  (5,69-7,1) (0,03-0,49) (3,23-82,47)
31 5,04 5,9 2/3 024 13,98 6,07 23 1
(4,38-5,71)  (4,91-6,07) (0,99-26,97) (0,59-101,81)
35 4,66 5,98 5/3 0,10 16,99 20,54 5/3 0,65
(4,06-6,7)  (5,12-6,9) (0,09-68,39) (19,21-56,18)
56 4,02 5,58 53 0,02 16,93 20,45 5/3 0,65
(3,51-4,17)  (5,42-6,57) (0,02-28,34) (11,44-42,90)

a-Kontrollgruppe; b-Probiotikum-Gruppe; c-Anzahlr dmtersuchten Proben; d-Anzahl der positiven
Ergebnisse von jeweils 5 untersuchten Proben (ldbotuppe/Probiotikum-Gruppe); e-Signifikanz
nach Mann-Whitney Test; f-Median (minimaler Wertximaaler Wert); g-keine Signalbildung wéah-
rend der Real Time PCR
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Tab. A17: Populationen voih. mucosaeindL. reuteriim Magen der Versuchsferkel

Zellzahl Anteil an der gesamten Laktobazillen-
[Logl10 Zellen/g Feuchtmasse] Population
[%]
Alter KG* (N=5) PE&(N=5¢ n® P° KG (N=5) PG (N=5) n P
L. mucosae

7 7,57 6,94 32 0,56 6,81 1,22 32 024
(6,2-7,84)  (6,56-7,32) (1,16-17,68) (0,37-2,08)

14 7,81 ND? 2/0 - 14,08 ND 2/0
(7,65-7,98) (12,52-15,64)

28 6,97 5,99 4/2 0,10 6,98 22,25 42 0,35
(5,85-7,39)  (5,4-6,58) (1,30-21,50)  (11,71-32,79)

31 6,92 6,05 12 - 16,10 40,19 12 0,22

(4,66-7,45) (23,14-57,25)

35 6,37 ND 30 - 97,97 ND 30
(5,0-6,62) (17,34-145,64)

56 ND 5,00 0/1 - ND 11,21 0/1

L. reuteri

7 7,33 6.8 5/5 0,46 3,59 2,21 55 0,11
(6,47-7,5)  (6,12-7,98) (2,15-27,50) (0,13-7,42)

14 7,60 7,71 5/5 0,53 9,90 5,00 5/5 0,60
(6,33-8,16)  (7,45-8,14) (0,61-24,60) (1,95-15,31)

28 6,50 6,09 5/5 0,34 1,76 19,34 5/5 0,62
(5,68-8,07)  (3,84-7,99) (0,68-11,41) (0,22-159,59)

31 5,29 6,78 5/5 0,60 12,36 26,15 5/5 0,62
(4,58-6,71)  (3,23-7,5) (4,34-94,04) (4,45-143,38)

35 6,03 5,92 5/5 0,46 20,42 17,85 5/5 0,24
(4,74-6,72)  (4,51-7,35) (4,53-32,69) (5,60-78,30)

56 4,55 5,67 3/5 0,05 46,69 60,98 35 0,51
(3,61-4,69)  (4,56-7,05) (12,25-79,15)  (4,10-520,01)

a-Kontrollgruppe; b-Probiotikum-Gruppe; c-Anzahlr dmtersuchten Proben; d-Anzahl der positiven
Ergebnisse von jeweils 5 untersuchten Proben (lktgtuppe/Probiotikum-Gruppe); e-Signifikanz
nach Mann-Whitney Test; f-Median (minimaler Wertxmmaaler Wert); g-keine Signalbildung wah-
rend der Real Time PCR
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Tab. A18: Gesamilaktat im Magen der Versuchsferkel

Gesamt-Laktat Verhéaltnis L/D-Laktat

[mg/g FM]
Alter Kontrolle Probiotikunf c pd Kontrolle Probiotikum =
(N=5)° (N=5) n (N=5) (N=5) n

7 1,79 2,23 5/5 0,91 0,68 0,59 5/5 0,34
(0,72-6,25) (1,43-3,13) (0,52-0,87) (0,47-0,65

14 0,46 0,60 5/5 0,34 0,95 0,79 5/5 0,46
(0,02-1,25) (0,39-2,39) (0,35-1,36) (0,52-0,89

28 0,80 0,30 5/5 0,10 1,02 1,76 5/5 0,07
(0,20-5,54) (0,19-0,81) (0,39-1,27) (0,97-5,92

31 2,06 0,62 4/5 0,46 0,91 1,29 4/5 0,32
(0,02-4,14) (0,02-1,64) (0,75-3,44) (0,98-3,12

35 0,23 0,06 5/5 0,46 1,23 1,51 5/5 0,46
(0,02-3,18) (0,02-1,16) (0,75-7,86) (1,18-2,78

56 0,04 0,15 5/4 0,10 11,09 2,59 5/4 0,01
(0,02-0,05) (0,04-0,35) (6,00-18,75) (1,95-5,59

a— Futterungsgruppe; b - Anzahl der untersuchten Prabe Anzahl der Proben mit positiven Wer-
ten; d - Signifikanz nach Mann-Whitney Test; e -dide (Minimum-Maximum)

Tab. A19: Gehalt von L(+)- und D(-)-Isomeren des Laktats imddn der Versuchsferkel

Konzentration Relativer Anteil

[mg/g FM] [in % des Gesamt-Laktats]
Alter Kontrolle Probiotikuni c pd Kontrolle Probiotikum p
(N=5)° (N=5) (N=5) (N=5)
L(+) Isomer

7 0,61 0,74 5/5 0,75 40,50 37,04 5/5 0,34
(0,27-2,58) (0,53-1,22) (34,39-46,60)  (31,80-39,21)

14 0,22 0,26 5/5 0,25 48,80 44,27 5/5 0,46
(0,01-0,32) (0,17-0,81) (25,78-57,58)  (34,00-47,01)

28 0,41 0,17 5/5 0,34 50,48 63,74 5/5 0,07
(0,11-2,17) (0,12-0,68) (28,00-55,87)  (49,13-85,59)

31 0,93 0,34 4/5 0,32 47,67 56,24 4/5 0,32
(0,01-1,89) (0,02-0,89) (42,77-77,46)  (49,52-75,86)

35 0,15 0,02 5/5 0,34 55,14 60,19 5/5 0,46
(0,02-1,37) (0,01-0,67) (43,02-88,72)  (54,08-73,53)

56 0,03 0,10 5/4 0,14 91,73 72,04 5/4 0,01
(0,02-0,05) (0,03-0,24) (85,71-94,94)  (66,15-84,73)

D(-) Isomer

7 1,17 1,40 5/5 0,91 59,50 62,96 5/5 0,34
(0,38-3,66) (0,91-1,91) (53,40-65,61)  (60,79-68,20)

14 0,23 0,34 5/5 0,34 51,20 55,73 5/5 0,46
(0,01-0,93) (0,22-1,58) (42,42-74,22)  (52,99-66,00)

28 0,38 0,12 5/5 0,04 49,52 36,26 5/5 0,07
(0,09-3,37) (0,04-0,19) (44,13-72,00)  (14,41-50,87)

31 1,13 0,26 4/5 0,46 52,33 43,76 4/5 0,32
(0,003-2,24) (0,01-0,75) (22,54-57,23)  (24,14-50,48)

35 0,07 0,02 5/5 0,34 44,86 39,81 5/5 0,46
(0,002-1,81) (0,01-0,49) (11,28-56,98)  (26,47-45,92)

56 0,003 0,04 5/4 0,01 8,27 27,96 5/4 0,01
(0,002-0,004) (0,01-0,1) (5,06-14,29) (15,27-33,85)

a— Futterungsgruppe; b - Anzahl der untersuchten PPrabe Anzahl der Proben mit positiven Wer-

ten; d - Signifikanz nach Mann-Whitney Test; e -dide (Minimum-Maximum)
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Tab. A20: Gehalt der extrahierten DNA und Zelldichte der éaibidellen 16S rDNA-Population im
distalenJejunumder Versuchsferkel

DNA-Konzentration Eubakterielle Population
[ng/ul] [Lg 10 Zellen/g Feuchtmasse]
Alter KG® PG b KG PG p
(n=5¥f (n=5) (n=5) (n=5)
7 148,% 368,4 0,28 10,62 10,29 0,48
(109-321,6)  (120,6-760,1) (10,16-10,65)  (9,96-10,79)
14 136,6 489,5 0,03 10,22 10,68 0,48
(59,1-241,5)  (474,6-719,3) (9,62-10,84)  (10,52-11,24)
28 173,1 781,9 0,04 10,54 9,68 0,24
(119,2-238,6)  (164,3-812,5) (9,02-10,89)  (8,35-10,61)
31 126,4 164,3 0,60 9,55 9,56 0,91
(84,2-503,7)  (98,8-857,7) (9,43-10,11) (8,2-10,1)
35 123,5 136,6 0,34 9,57 9,48 0,29
(30,4-500,8) (122,1-546) (9,36-9,94) (8,62-9,79)
56 122,1 422,1 0,25 9,41 9,55 0,46
(101,7-493,8)  (95,8-617,3) (8,12-9,47) (6,98-10,25)

a-Kontrollgruppe; b-Probiotikum-Gruppe; c-Anzahlrdentersuchten Proben; d-Signifikanz nach
Mann-Whitney Test; e-Median (minimaler Wert-maxieraWert)

Abb. A2: DGGE-Profile der eubakteriellen 16S rDNA-Populaéonm distalen Jejunum der Ver-
suchsferkel vor (7., 14., 28. Tag) und nach demefdes (31., 35., 56. Tag)

(PG - Probiotikum-Gruppe, KG — Kontrollgruppe, SBtandard-Probe)
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Tab. A21: Diversitat der bakteriellen Gemeinschaft®ichnessind Evennessim distalenJejunum
der Versuchsferkel (dargestellt sind errechneteBitét-Indizes)

Richness Evenness
Alter
KG? PG b KG PG b
(N=5) (N=5) (N=5) (N=5)

7 24° 9 0,37 0,61 0,59 0,72
(7-29) (7-23) (0,6-0,83)  (0,48-0,84)

14 10,5 23 0,28 0,53 0,68 0,48
(6-40) (23-27) (0,37-0,8)  (0,57-0,71)

28 13 15 0,91 0,63 0,54 0,46
(3-36) (4-27) (0,5-0,81)  (0,27-0,92)

31 8 13 0,34 0,78 0,61 0,04
(5-33) (11-37) (0,73-0,94)  (0,40-0,82)

35 8 9 0,75 0,57 0,64 0,60
(5-27) (4-19) (0,5-0,88)  (0,51-0,90)

56 6 19 0,10 0,44 0,52 0,46
(2-11) (5-27) (0,32-0,75)  (0,42-0,87)

Shannon-Index Simpson-Index

7 1,95 1,42 0,48 0,24 0,31 0,72
(1,62-2,01)  (1,02-2,05) (0,21-0,25)  (0,21-0,47)

14 1,24 2,13 0,28 0,41 0,19 0,28
(0,67-2,96)  (1,80-2,35) (0,08-0,67)  (0,14-0,26)

28 1,63 1,43 0,46 0,34 0,35 0,60
(0,60-2,92)  (0,43-1,78) (0,08-0,68)  (0,27-0,81)

31 1,96 1,47 0,34 0,16 0,38 0,04
(1,35-2,56)  (1,04-2,33) (0,11-0,32)  (0,14-1,56)

35 1,60 1,25 0,34 0,29 0,31 0,46
(1,05-1,79)  (1,12-1,68) (0,20-0,53)  (0,25-0,46)

56 0,79 1,40 0,02 0,60 0,29 0,04
(0,44-1,20)  (0,88-1,74) (0,41-0,74)  (0,22-0,60)

a-Kontrollgruppe; b-Probiotikum-Gruppe; c-Anzahlrdentersuchten Proben; d-Signifikanz nach
Mann-Whitney Test; e-Median (minimaler Wert-maxigraiVert)

Tab. A22: Sérensen-Ahnlichkeitswerte der bakteriellen Genutiaften im distaledejunumder
Versuchsferkel

Innerhalb der Fitterungsgru - Zwischen den

o pe Fltterungsgruppen

d—

< a

KG PG PP KGVvs.PG P P

7 0,2% 0,4 0,74 0,33 0,87 0,59
(0,13-0,6)  (0,11-0,59) (0,24-0,73)

14 0,3 0,48 0,05 0,33 0,05 0,62
(0,22-0,5)  (0,43-0,6) (0,24-0,54)

28 0,25 0,31 0,03 0,29 0,39 0,21
(0,09-0,36)  (0,19-0,58) (0,11-0,57)

31 0,24 0,375 0,005 0,31 0,11 0,23
(0,05-0,55)  (0,28-0,48) (0,05-0,57)

35 0,33 0,25 0,10 0,29 0,64 0,32
(0,25-0,51)  (0,13-0,56) (0,12-0,64)

56 0,42 0,23 0,11 0,32 1 0,02
(0,29-0,7)  (0,06-0,68) (0,07-0,59)

a-Kontrollgruppe; b-Probiotikum-Gruppe; c-Anzahlrdentersuchten Proben; d-Signifikanz nach
Mann-Whitney Test; e-Median (minimaler Wert-maxigraiVert)
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Tab. A23: Populationen voihactobacillus sppund Enterococcus sppm distalenJejunumder Ver-

suchsferkel
Zellzahl Anteil an der gesamten eubakteriellen Popula-
[Logl0 Zellen/g Feuchtmasse] tion [%]
Alter KG?® (N=5) P& (N=5f dope KG (N=5) PG (N=5) n P
Lactobacillus spp.

7 8,84 8,69 3/4 1 1,95 1,96 3/4 0,48
(8,45-8,95) (8,2-9,06) (1,66-2,00) (1,75-3,11)

14 7,3 8,65 4/3 0,04 0,16 0,48 4/3 0,10
(6,85-8,61) (8,2-8,79) (0,09-0,59) (0,35-0,94)

28 7,79 7,70 5/5 0,40 0,61 1,30 5/5 0,34
(7,68-8,68) (6,49-8,67) (0,13-4,67) (0,22-2,12)

31 7,47 7,61 5/5 0,75 1,07 0,65 5/5 0,91
(5,08-7,81) (5,05-8,16) (0,001-2,01) (0,004-2,44)

35 7,96 6,65 5/5 0,11 1,51 0,12 5/5 0,11
(5,86-8,01) (6,04-7,05) (0,01-2,63) (0,06-1,08)

56 5,36 7,90 5/5 0,25 0,02 0,44 5/5 0,04
(4,71-7,13) (4,46-8,12) (0,002-1,04) (0,21-2,75)

Enterococcus spp.

7 4,92 5,76 3/4 0,10 5,7x10* 2,4x10° 3/4 0,28
(4,88-6,12) (5,26-6,94) (1,6x10*3,2x10%  (1,6x10°%-2,5x107)

14 5,28 5,76 4/3 0,28 1,1x10° 9,6x10* 4/3 0,72
(4,03-6,03) (5,5-5,8) (2,5x10%2,6x10%  (3,7x10%1,2x10%

28 4,27 5,01 5/5 0,60 8,23x10" 1,9x10° 5/5 0,10
(3,69-5,86) (4,71-5,12) (5,3x10°%-2,0x10%  (3,2x10%2,3x10?)

31 3,58 4,69 5/5 0,02 1,2x10* 1,5x10° 5/5 0,009
(3,5-4,17) (3,63-5,05) (2,4x10°-1,4x10%  (2,2x10%2,6x10%)

35 3,51 5,05 5/5 0,04 1,09x10* 2,6x10? 5/5 0,02
(3,22-5,94) (4,22-7,15) (4,7x10°1,4x10%)  (5,4x10%3,0x10%)

56 3,49 5,21 5/5 0,009 1,6x10" 2,8x10° 5/5 0,009
(2,53-3,71) (4,15-5,68) (8,1x10°%-3,9x10%  (2,1x10°%1,4x10%

a-Kontrollgruppe; b-Probiotikum-Gruppe; c-Anzahlr dmtersuchten Proben; d-Anzahl der positiven
Ergebnisse von jeweils 5 untersuchten Proben (ldbotuppe/Probiotikum-Gruppe); e-Signifikanz

nach Mann-Whitney Test; f-Median (minimaler Wertximaaler Wert)
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Tab. A24: Populationen votEscherichia sppundBifidobacterium sppim distalenJejununder

Versuchsferkel

Zellzahl

Anteil an der gesamten eubakteriellen Popula-

[Log10 Zellen/g Feuchtmasse] tion [%]
Al
ter KG?* (N=5) P& (N=5f n¢ pe KG (N=5) PG (N=5) n =
Escherichia spp.

7 6,05 6,73 32 0,56 4,0x10° 2,4x10? 32 0,56
(5,76-7,55)  (6,48-6,99) (2,7x10%7,9x10%  (1,5x10%3,3x10?)

14 7,21 6,76 4/3 1 6,1x10? 1,7x10? 4/3 0,10
(5,49-7,64) (5,8-7,9) (7,4x10%1,6x10Y)  (1,3x10%4,6x107)

28 7,06 6,46 5/5 0,46 1,6x10* 9,5x102 5/5 0,60
(4,47-8,56)  (5,55-6,93) (4,0x10%1,06)  (8,2x10°%1,7x10Y

31 571 6,14 42 0,16 1,09x107 2,2x102 42 0,35
(4,65-6,12)  (5,88-6,4) (3,4x10%2,4x10%)  (2,0x10%-2,3x10?)

35 6,87 5,98 214 0,64 2,1x10" 6,5x10? 2/4 1
(6,33-7,41)  (5,05-7,7) (2,4x10%4,1x10%) (2,4x10°-1,63)

56 4,70 5,12 212 043 4,9x10* 1,2x10° 2/2 1
(4,15-5,26)  (4,69-5,56) (0x10-6,1x10%)  (4,8x10%2,0x10°%)

Bifidobacterium spp.

7 5,99 5,68 2/3 1 4,6x10° 9,5x10* 2/3 1
(5,4-6,58)  (5,52-5,75) (6,1x10*8,5x10%  (9,1x10%5,2x10%)

14 4,93 5,79 32 0,24 3,0x10* 3,4x10° 3/2 1
(4,77-5,25)  (5,08-6,51) (9,0x10%-2,0x10%  (7,0x10°-6,7x10%)

28 5,57 4,81 4/3 0,28 3,3x10° 1,6x10? 4/3 0,28
(4,74-6,34)  (4,54-5,94) (7,0x10°-6,3x10%  (7,2x10%2,8x10%)

31 4,64 ND? 1/0 3,6x10* ND 1/0

35 4,98 5,25 2/1 1 1,5x10° 4,3x107 2i1 022
(3,91-6,06) (2,3x10%-3,0x10%)  (4,3x10%4,3x10?)

56 4,08 5,74 2i1 0,22 2,5x10° 1,5x10° 2/1 0,43
(3,74-4,42) (9,1x10%4,2x10%  (0x10-3,09x10)

a-Kontrollgruppe; b-Probiotikum-Gruppe; c-Anzahlr dmtersuchten Proben; d-Anzahl der positiven
Ergebnisse von jeweils 5 untersuchten Proben (lktgtuppe/Probiotikum-Gruppe); e-Signifikanz
nach Mann-Whitney Test; f-Median (minimaler Wertximaaler Wert); g-keine Signalbildung wéah-
rend der Real Time PCR
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Tab. A25: Populationen voi. acidophilus L. amylovorusundL. johnsoniiim distalenJejunumder

Versuchsferkel

Zellzahl Anteil an der gesamten Laktobazillen-Population
[Logl0 Zellen/g Feuchtmasse] [%0]
Alter KG® (N=5) P& (N=5F n¢ pe KG (N=5) PG (N=5) n P
L. acidophilus
7 5,47 5,06 31 0,18 1,0x10* 7,22x102 3/1 0,65
(5,41-5,92) (2,8x10%-1,%10%)
14 4,94 5,28 2/2 0,43 8,107 4,5x102 2/2 0,68
(4,88-5) (4,91-5,65) (2,4x10%-1,4x10%)  (1,810%7,2107)
28 4,84 ND 4/0 - 8,5¢107 ND 4/0
(4,17-5,7) (2,3x10%-1,5¢10%)
31 4,60 ND 2/0 - 6,%1072 ND 2/0
(4,43-4,78) (4,6x102-9,3x10?)
35 4,86 ND 2/0 - 8,1x10°2 ND 2/0
(4,71-5,02) (5,5¢10%-1,0x10™)
56 ND 4,72 0/1 - ND 5,39x102 0/1
L. amylovorus
7 7,69 7,46 34 0,72 7,04 6,31 3/4 0,91
(7,16-7,85)  (6,66-8,0) (5,12-7,93) (2,88-9,63)
14 5,97 7,04 43 0,28 2,53 2,45 4/3 0,91
(3,16-7,09)  (5,98-7,36) (0,02-11,17) (0,59-3,73)
28 6,6 4,97 5/5 0,05 6,28 1,08 5/5 0,34
(5,97-7,47)  (4,53-6,89) (1,50-8,20) (0,01-12,42)
31 4,59 3,45 5/5 0,60 0,64 0,48 5/5 0,91
(2,88-6,53) (2,61-7,18) (0,04-5,25) (0,003-10,45)
35 6,23 3,69 55 0,25 4,43 0,13 5/5 0,60
(3,16-7,05)  (3,01-6,08) (0,001-11,48) (0,01-26,53)
56 3,85 6,26 55 0,25 1,02 4,36 5/5 0,25
(2,47-5,04)  (3,11-7,41) (0,33-3,58) (0,22-26,79)
L. johnsonii
7 6,29 6,41 34 0,72 0,22 0,90 34 0,48
(4,26-6,93)  (5,94-7,12) (0,003-3,03) (0,07-3,29)
14 5,43 5,94 43 0,72 1,50 0,19 4/3 0,48
(4,82-6,45)  (4,77-7,39) (0,12-5,19) (0,04-4,02)
28 5,41 5,79 55 0,25 0,12 2,03 5/5 0,05
(4,12-6,33)  (5,15-6,98) (0,03-4,47) (0,28-8,85)
31 5,86 6,66 5/5 0,60 13,42 10,97 55 0,91
(4,2-6,78)  (3,96-7,31) (0,52-21,02) (5,22-25,02)
35 6,85 5,78 5/5 0,46 7,93 9,91 5/5 0,60
(4,08-7,08) (4,68-6,37) (0,01-20,31) (4,37-21,78)
56 4,43 4,55 5/5 0,46 11,71 8,39 55 0,34
(3,49-6,25)  (3,52-7,18) (6,07-13,28) (0,03-19,31)

a-Kontrollgruppe; b-Probiotikum-Gruppe; c-Anzahlr dmtersuchten Proben; d-Anzahl der positiven
Ergebnisse von jeweils 5 untersuchten Proben (lktgtuppe/Probiotikum-Gruppe); e-Signifikanz
nach Mann-Whitney Test; f-Median (minimaler Wertximaaler Wert)
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Tab. A26: Populationen voih. mucosaeindL. reuteriim distalenJejunumder Versuchsferkel

Zellzahl
[Log10 Zellen/g Feuchtmasse]

Anteil an der gesamten Laktobazillen-
Population [%]

Alter

KG* (N=5) PG (N=5¢ n¢ pe KG (N=5) PG (N=5) n P
L. mucosae

7 7,2 6,65 34 0,11 2,28 0,87 34 0,04
(6,68-7,71)  (5,92-7,12) (1,71-5,81) (0,34-2,22)

14 6,23 6,84 12 0,22 24,32 2,75 12 0,22
(6,24-7,44) (1,08-4,43)

28 6,85 6,11 2/3 0,05 9,36 4,86 2/3 0,24
(6,65-7,05)  (4,44-6,48) (7,11-11,61) (0,88-10,98)

31 6,71 3,85 33 051 8,03 4,23 33 0,51
(6,07-7,17)  (3,68-7,45) (4,05-25,43) (2,55-19,57)

35 6,61 5,09 Y3 0,10 4,19 4,46 Y3 0,65
(4,98-5,85) (0,84-15,70)

56 5,18 3,75 2/2 0,09 5,00 4,92 2/2 1
(4,51-5,86)  (3,31-4,19) (4,66-5,34) (2,67-7,16)

L. reuteri

7 7,26 6,55 34 0,08 2,65 1,37 34 0,28
(6,6-8,33)  (5,88-6,75) (1,41-24,18) (0,07-2,75)

14 6,95 7,78 4/3 0,28 23,46 13,65 43 0,72
(5,74-8,04)  (7,61-7,92) (7,76-100,00)  (8,97-37,50)

28 6,51 7,09 55 0,75 5,25 19,32 55 0,34
(5,96-7,69)  (4,63-7,96) (0,93-33,81) (1,36-50,46)

31 5,82 6,97 4/5 0,62 5,01 11,56 45 0,32
(3,98-6,51)  (3,32-7,27) (0,00-9,85) (1,09-45,95)

35 6,42 5,48 55 0,10 7,62 19,72 55 0,60
(5,29-6,86)  (4,89-6,18) (0,25-27,07) (1,20-28,05)

56 4,77 5,92 5/4 0,62 31,66 19,88 54 0,32
(4,21-6,66)  (3,82-7,58) (10,06-66,52)  (0,00-28,44)

a-Kontrollgruppe; b-Probiotikum-Gruppe; c-Anzahlr dmtersuchten Proben; d-Anzahl der positiven
Ergebnisse von jeweils 5 untersuchten Proben (lktgtuppe/Probiotikum-Gruppe); e-Signifikanz

nach Mann-Whitney Test; f-Median (minimaler Wertximaaler Wert)
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Tab. A27: Gesamilaktat im distalerdejunumder Versuchsferkel

Gesamt-Laktat Verhéaltnis L/D-Laktat
[mg/g FM]
Alter Kontrolle Probiotikunf e pd Kontrolle Probiotikum n =
(N=5)° (N=5) (N=5) (N=5)

28 1,15 1,15 3/4 1 1,36 9,89 3/4 0,15
(0,68-2,98) (0,74-1,76) (0,98-9,01) (1,92-16,98)

31 1,90 3,42 5/5 0,75 2,58 4,38 5/5 0,46
(0,16-6,37) (0,34-4,55) (0,75-48,43) (1,66-85,43)

35 1,76 0,71 5/5 0,60 2,49 7,42 5/5 0,11
(0,40-7,67) (0,21-2,94) (0,83-183,97) (4,10-62,45)

56 0,83 1,48 4/5 0,05 91,26 10,86 4/5 0,46
(0,31-0,91) (0,55-2,70) (6,85-404,61) (5,20-288,5)

a— Futterungsgruppe; b - Anzahl der untersuchten Prabe Anzahl der Proben mit positiven Wer-
ten; d - Signifikanz nach Mann-Whitney Test; e -dide (Minimum-Maximum)

Tab. A28: Gehalt von L(+)- und D(-)-Isomeren des Laktats istalenJejunumder Versuchsferkel

Konzentration Relativer Anteil
[mg/g FM] [in % des Gesamt-Laktats]
Alter Kontrolle Probiotikuni e pd Kontrolle Probiotikum p
(N=5)° (N=5) (N=5) (N=5)
L(+) Isomer

28 1,03 0,96 3/4 0,72 57,62 84,50 3/4 0,15
(0,34-1,71) (0,7-1,16) (49,57-90,01)  (65,76-94,44)

31 1,36 2,13 5/5 0,60 72,09 81,42 5/5 0,46
(0,15-3,1) (0,34-3,58) (43,02-97,98)  (62,40-98,84)

35 1,18 0,56 5/5 0,75 71,32 88,13 5/5 0,11
(0,31-3,48) (0,18-2,59) (45,37-99,46)  (80,39-98,42)

56 0,78 1,24 4/5 0,05 98,83 91,57 4/5 0,46
(0,3-0,89) (0,54-2,12) (87,27-99,75)  (73,01-99,65)

D(-) Isomer

28 0,3%# 0,18 3/4 0,28 42,39 15,50 3/4 0,15
(0,11-1,26) (0,04-0,6) (9,99-50,43) (5,56-34,24)

31 0,52 0,69 5/5 0,75 27,91 18,58 5/5 0,46
(0,003-3,27) (0-1,29) (2,02-56,98) (1,16-37,60)

35 0,42 0,06 5/5 0,25 28,68 11,87 5/5 0,11
(0,002-4,19) (0,01-0,35) (0,54-54,63) (1,58-19,61)

56 0,005 0,19 4/5 0,46 1,17 8,43 4/5 0,46
(0,002-0,12) (0,002-0,73) (0,25-12,73) (0,35-26,99)

a— Futterungsgruppe; b - Anzahl der untersuchten Prabe Anzahl der Proben mit positiven Wer-
ten; d - Signifikanz nach Mann-Whitney Test; e -diée (Minimum-Maximum)

Tab. A29: Ammoniumionen-Gehalt im distalelejunumder Versuchsferkel

Alter Kontrolle Probiotikunt c

pd
(N=5)° (N=5)
28 0,71 0,60 2/2 1
(0,43-1,00) (0,47-0,73)
31 0,40 0,31 5/5 0,91
(0,26-0,47) (0,28-0,39)
35 0,29 0,29 5/5 0,34
(0,22-0,34) (0,27-0,34)
56 0,24 0,25 4/5 0,80
(0,13-0,35) (0,15-0,30)

a— Futterungsgruppe; b - Anzahl der untersuchten Prabe Anzahl der Proben mit positiven Wer-
ten; d - Signifikanz nach Mann-Whitney Test; e -dide (Minimum-Maximum)
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Tab. A30: Gehalt der extrahierten DNA und Zelldichte der éaibidellen 16S rDNA-Population im
Colon ascendender Versuchsferkel

DNA-Konzentration Eubakterielle Population
[ng/ul] [Lg 10 Zellen/g Feuchtmasse]
Alter Kontrolle Probiotikum p Kontrolle Probiotikum p
(n=5) (n=5) (n=5) (n=5)

7 1035,15 2332,4 0,80 11,39 12,05 0,01
(900-2341,4)  (521,6-4197,3) (11,07-11,71)  (11,86-12,41)

14 1800,9 1206,3 0,60 11,40 11,84 0,29
(755,9-4503,6)  (233,3-2936) (10,57-11,95)  (11,46-11,91)

28 1062,2 927,0 0,60 11,13 11,78 0,02
(1026,1-2008,1) (422,5-3350,5) (10,86-11,73)  (11,6-11,82)

31 1143,2 755,9 0,40 11,13 11,5 0,34
(692,8-1818,9) (377,5-4539,6) (10,83-11,30)  (9,98-12,1)

35 1044,1 737,8 0,91 11,21 11,69 0,10
(665,8-1089,2) (368,5-1503,6) (10,68-11,74)  (10,91-11,92)

56 1341,4 791,9 0,25 10,71 11,61 0,07
(800,9-1818,9)  (134,2-3873) (9,93-11,65)  (11,33-11,99)

a-Kontrollgruppe; b-Probiotikum-Gruppe; c-Anzahlrdentersuchten Proben; d-Signifikanz nach
Mann-Whitney Test; e-Median (minimaler Wert-maxieraéert)

Abb. A3: DGGE-Profile der eubakteriellen 16S rDNA-PopulaéonmColon ascendender Ver-
suchsferkel vor (7., 14., 28. Tag) und nach denmefde (31., 35., 56. Tag)

(PG - Probiotikum-Gruppe, KG — Kontrollgruppe, SBtandard-Probe)
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Tab. A31: Diversitat der bakteriellen GemeinschaftenGamlon ascendender Versuchsferkel (darge-
stellt sind errechnete Diversitat-Indizes)

Richness Evenness
Alter
KG? PG b KG PG b
(N=5) (N=5Y (N=5) (N=5)

7 4 25 0,26 0,81 0,77 0,80
(10-55) (10-41) (0,72-0,9)  (0,38-0,89)

14 38 41 0,40 0,81 0,83 0,60
(17-47) (22-55) (0,67-0,86)  (0,77-0,87)

28 39 37 0,91 0,85 0,84 0,67
(33-42) (11-52) (0,79-0,86)  (0,79-0,89)

31 24 40 0,59 0,80 0,84 0,34
(21-52) (14-41) (0,65-0,85)  (0,58-0,94)

35 37 45 0,83 0,87 0,78 0,10
(34-50) (21-54) (0,63-0,89)  (0,63-0,85)

56 20 39 0,05 0,85 0,86 0,53
(18-40) (36-43) (0,68-0,89)  (0,76-0,90)

Shannon-Index Simpson-Index

7 3,04 2,09 0,11 0,07 0,12 0,32
(1,66-3,45)  (1,40-2,72) (0,04-0,24)  (0,07-0,15)

14 2,98 3,03 0,60 0,07 0,07 0,60
(2,17-3,22)  (2,67-3,36) (0,05-0,17)  (0,05-0,10)

28 3,05 2,97 0,75 0,06 0,09 0,60
(2,86-3,19)  (2,12-3,45) (0,06-0,08)  (0,04-0,15)

31 2,55 3,08 0,46 0,10 0,05 0,07
(2,45-3,04) (2,16-3,13) (0,04-0,13)  (0,05-0,09)

35 3,07 2,61 0,25 0,06 0,05 0,46
(2,48-3,26)  (2,49-2,96) (0,04-0,11)  (0,03-0,10)

56 2,57 3,19 0,09 0,10 0,05 0,07
(1,95-3,21)  (2,87-3,23) (0,04-0,25)  (0,04-0,07)

a-Kontrollgruppe; b-Probiotikum-Gruppe; c-Anzahlrdentersuchten Proben; d-Signifikanz nach
Mann-Whitney Test; e-Median (minimaler Wert-maxigraiVert)

Tab. A32: Sérensen-Ahnlichkeitswerte der bakteriellen Geswhaften inColon ascendender
Versuchsferkel

Innerhalb der Fltterungsgru, - Zwischen den

o pe Fltterungsgruppen

o

< a

KG PG pe b b

7 0,34 0,50 0,006 0,4 0,004 0,15
(0,21-0,47)  (0,39-0,8) (0,27-0,61)

14 0,45 0,47 0,47 0,51 0,75 0,64
(0,33-0,66)  (0,44-0,58) (0,35-0,61)

28 0,54 0,40 0,02 0,48 0,28 0,05
(0,41-0,61) (0,26-0,61) (0,3-0,62)

31 0,42 0,55 0,40 0,38 0,12 0,42
(0,36-0,52)  (0,22-0,76) (0,17-0,62)

35 0,56 0,5 0,11 0,55 0,08 0,62
(0,47-0,68)  (0,42-0,67) (0,47-0,67)

56 0,53 0,6 0,01 0,51 0,009 0,96
(0,37-0,68)  (0,55-0,73) (0,36-0,7)

a-Kontrollgruppe; b-Probiotikum-Gruppe; c-Anzahlrdentersuchten Proben; d-Signifikanz nach
Mann-Whitney Test; e-Median (minimaler Wert-maxigraiVert)
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Tab. A33: Populationen voihactobacillus sppund Enterococcus sppm Colon ascendender Ver-
suchsferkel

Zellzahl Anteil an der gesamten eubakteriellen Popula-
[Logl0 Zellen/g Feuchtmasse] tion [%]
Alter KG? (N=5) P& (N=5f o ope KG (N=5) PG (N=5) n P
Lactobacillus spp.
7 9,33 9,56 3/5 0,46 0,60 0,41 3/5 0,62
(7,99-10,09) (9,3-9,76) (0,06-10,55) (0,10-0,51)
14 9,14 9,52 5/5 0,91 0,88 0,45 5/5 0,04
(8,93-10,09) (8,57-10,09) (0,55-2,28) (0,13-1,49)
28 9,22 8,67 5/5 0,10 0,53 0,12 5/5 0,009
(8,4-9,59) (8,51-9,2) (0,34-2,88) (0,06-0,25)
31 8,37 8,86 5/5 0,34 0,34 0,23 5/5 0,91
(7,22-9,24) (7,63-9,47) (0,01-1,29) (0,09-1,71)
35 9,01 9,33 5/5 0,75 0,81 0,38 5/5 0,05
(8,95-9,41) (8,07-9,52) (0,18-1,84) (0,12-0,71)
56 7,52 8,11 5/5 0,25 0,12 0,03 5/5 0,75
(6,03-9,29) (7,57-8,98) (0,008-3,24) (0,009-0,45)
Enterococcus spp.
7 5,73 7,49 4/5 0,01 4,6x10* 2,0x10° 4/5 0,32
(4,39-6,86) (7,02-7,65) (1,5x10%-6,2x10%  (4,1x10%5,7x10%
14 6,06 6,88 5/5 0,02 6,7x10* 1,8x10° 5/5 0,01
(5,4-6,85) (6,54-7,54) (3,0x10%1,0x10%  (1,0x10%4,2x10%
28 5,51 6,01 5/5 0,11 1,1x10* 1,6x10* 5/5 0,91
(4,78-5,68) (5,43-6,14) (7,6x10°%-2,3x10%  (5,6x10°2,0x10%
31 4,04 5,38 5/5 0,04 5,6x10° 6,8x10° 5/5 0,09
(3,09-5,36) (5,03-5,55) (1,4x105-2,3x10%  (1,8x10°-3,0x10%)
35 4,65 6,98 4/4 0,10 4,4x10° 1,6x10" 4/4 0,67
(3,78-7,52) (5,13-8,31) (0x10-6,8x10) (0-3,4x10%)
56 4,46 5,68 5/5 0,009 1,4x10° 1,9x10% 5/5 0,10
(2,77-4,78) (5,44-6,11) (1,1x10%-3,3x10%  (4,8x10°3,1x10%

a-Kontrollgruppe; b-Probiotikum-Gruppe; c-Anzahlr dmtersuchten Proben; d-Anzahl der positiven
Ergebnisse von jeweils 5 untersuchten Proben (ldbotuppe/Probiotikum-Gruppe); e-Signifikanz
nach Mann-Whitney Test; f-Median (minimaler Wertximaaler Wert)
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Tab. A34: Populationen votEscherichia sppundBifidobacterium sppm Colon ascendender
Versuchsferkel

Zellzahl Anteil an der gesamten eubakteriellen Popula-
[Logl10 Zellen/g Feuchtmasse] tion [%]
Al
ter KG® (N=5) P@ (N=5 n° pe KG (N=5) PG (N=5) n P
Escherichia spp.
7 8,85 5,26 214 0,04 7,5x10* 2,6x10° 0,05
(8,48-9,23)  (4,43-5,89) (8,1x10%1,4x10)  (0x10-7,0x1CF)
14 8,02 5,57 52 0,24 5,4x10? 8,2x10° 0,24
(5,34-8,37)  (5,14-6,0) (3,0x10°-6,3x10Y)  (2,0x10°1,5x10%
28 7,35 ND 4/0 1,9x10? ND
(6,54-9,55) (4,8x10°-1,0x10)
31 8,03 ND 4/0 7,1x10? ND
(7,74-8,05) (5,6x10%1,5x10%
35 6,10 6,08 4/1 1 1,0x10° 1,4x10" 0,10
(5,44-8,12) (1,7x10%2,7x10%)  (1,5x10%1,5x10%
56 6,28 ND 3/0 3,1x10° ND
(5,82-7,33) (1,2x10%-2,5x10%)
Bifidobacterium spp.
7 5,38 5,84 32 0,56 2,0x10* 3,3x10° 0,56
(4,36-7,09)  (5,62-6,06) (1,0x10°3,3x10%  (2,0x10°-5,0x10°)
14 6,19 5,84 5/3 0,65 6,1x10* 9,9x10° 0,45
(4,65-7,97)  (4,79-6,96) (05,1x10%) (2,0x10%-1,1x10°%)
28 7,25 6,415 3/4 0,11 2,0x10? 6,0x10* 0,03
(7,18-8,4)  (5,37-7,61) (1,3x10%7,5x10%)  (4,0x10°%6,7x10°%)
31 5,52 5,73 4/5 0,80 2,8x10* 4,2x10° 0,46
(5,3-6,21)  (4,01-6,02) (1,6x10*1,8x10%  (0x10-1,1x1CF)
35 6,09 5,73 5/3 045 2,5x10° 4,9x10* 0,29
(4,9-8,11)  (5,36-6,62) (1,0x10°7,8x10%)  (5,0x10%-6,7x10%
56 6,00 6,2 2/2 1 3,2x10° 4,8x10° 1
(5,73-6,27)  (5,09-7,31) (3,1x10%3,3x10%  (3,0x10°-9,6x10°%)

a-Kontrollgruppe; b-Probiotikum-Gruppe; c-Anzahlr dmtersuchten Proben; d-Anzahl der positiven
Ergebnisse von jeweils 5 untersuchten Proben (lktgtuppe/Probiotikum-Gruppe); e-Signifikanz
nach Mann-Whitney Test; f-Median (minimaler Wertximaaler Wert); g-keine Signalbildung wéah-

rend der Real Time PCR
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Tab. A35: Populationen vom. acidophilus, L. amylovorusndL. johnsoniiim Colon ascendender

Versuchsferkel

Zellzahl Anteil an der gesamten Laktobazillen-Population
[Logl0 Zellen/g Feuchtmasse] [%0]
Alter KG® (N=5) P& (N=5F n¢ pe KG (N=5) PG (N=5) n P
L. acidophilus
7 3,79 4,95 213 0,24 3,6x102 1,5¢10° 213 0,51
(2,73-4,85)  (4,59-6,26) (2,0x10°%-7,%10%)  (1,2%10%4,4x102)
14 6,33 3,53 1/1 0,31 1,7x10? 9,00x10* 1/1 0,31
(6,33-6,33)
28 4,47 4,37 2/1 - 3,%10° 7,2x10° 2/1 0,48
(3,7-5,25) (4,2x10%-6,1x103)
31 ND 3,35 0/1 - 5,2x10°3 0/1
35 4,62 5,15 1/1 - 1,61x10° 1,2x10* 1/1 0,31
56 ND 4,38 0/2 031 3,%10° 0/2
(4,26-4,5) (1,9%103-4,7x10%)
L. amylovorus
7 7,07 8,01 4/5 0,10 2,89 3,27 4/5 0,32
(6,04-8,52)  (7,75-8,79) (0,03-3,53) (0,97-16,87)
14 6,32 7,36 5/5 0,46 0,21 0,73 5/5 0,25
(3,96-8,49)  (7,24-7,78) (0,001-2,50) (0,49-4,70)
28 6,65 6,19 55 0,34 0,25 0,09 5/5 0,46
(2,97-817)  (5,25-6,7) (0,0004-5,16) (0,02-1,08)
31 3,93 5,25 5/5 0,60 0,05 0,006 5/5 0,74
(3,18-5,95)  (3,72-6,76) (0,001-0,08) (0,0003-1,21)
35 7,41 6,08 5/5 0,60 1,32 0,05 5/5 0,91
(3.48-7,93)  (4,7-7,02) (0,0003-6,27) (0,002-8,82)
56 4,65 7.11 5/5 0,07 0,13 1,91 5/5 0,11
(3,73-5,87)  (4,01-7,61) (0,02-0,61) (0,008-92,69)
L. johnsonii
7 6,42 7,42 35 0,10 0,22 0,84 3/5 0,76
(4,15-6,45)  (4,99-8,04) (0,0001-2,69) (0,005-3,03)
14 5,54 6,91 55 0,111 0,008 0,71 5/5 0,09
(4,84-8,51)  (6,42-7,85) (0,007-2,62) (0,07-2,00)
28 6,31 7,12 55 0,05 0,13 4,03 5/5 0,01
(5,6-7,04)  (6,25-8,09) (0,03-0,45) (0,38-7,84)
31 6,16 7,46 55 0,02 0,63 3,95 5/5 0,04
(5,69-6,79)  (6,36-7,9) (0,06-3,85) (0,91-13,31)
35 7,97 7,78 2/5 0,24 7,07 2,80 2/5 0,10
(5,79-8,23) (3,63-10,51) (0,52-5,34)
56 5,78 6,85 5/4 0,46 2,43 4,20 5/4 0,32
(4,2-7,67)  (4,9-7,71) (1,48-3,38) (0,18-6,83)

a-Kontrollgruppe; b-Probiotikum-Gruppe; c-Anzahlr dmtersuchten Proben; d-Anzahl der positiven
Ergebnisse von jeweils 5 untersuchten Proben (lktgtuppe/Probiotikum-Gruppe); e-Signifikanz

nach Mann-Whitney Test; f-Median (minimaler Wertximaaler Wert)

210



ANHANG

Tab. A36: Populationen voih. mucosaeindL. reuteriim Colon ascendender Versuchsferkel

Zellzahl Anteil an der gesamten Laktobazillen-
[Logl10 Zellen/g Feuchtmasse] Population
[%]
Alter KG* (N=5) PE&(N=5¢ n® P° KG (N=5) PG (N=5) n P
L. mucosae

7 6,8 7,91 22 0,10 1,30 2,23 22 0,43
(6,38-7,22)  (7,78-8,04) (0,13-2,47) (1,43-3,02)

14 6,98 7.1 2/1 - 0,93 0,35 21 1
(5,62-8,35) (0,05-1,81)

28 7,74 7,31 31 0,65 1,76 4,39 31 011
(7,1-7,83) (0,75-1,89)

31 6,745 6,745 44 0,77 1,55 1,67 44 0,56
(5,09-8,03)  (6,04-7,98) (0,47-10,38)  (0,62-13,02)

35 7,78 7,97 33 0,551 6,74 3,71 33 051
(7,46-8,31)  (7,9-8,22) (2,80-7,82) (2,88-5,28)

56 ND 6,83 0/1 - ND 5,18 0/1

L. reuteri

7 7,91 8,62 4/5 0,62 12,51 11,56 4/5 1
(6,32-8,93)  (6,97-8,91) (0,19-24,05) (0,47-23,02)

14 8,77 8,77 55 0,67 26,20 19,64 55 0,91
(7,49-9,11)  (8,07-8,81) (3,67-54,51) (4,90-43,49)

28 8,21 8,08 55 0,75 9,76 21,57 55 0,46
(6,91-8,95)  (7,05-8,69) (3,25-22,77)  (3,40-102,89)

31 6,45 7,25 55 0,46 0,97 2,44 55 0,25
(4,33-7,94)  (4,66-8,73) (0,13-8,49) (0,02-18,42)

35 8,05 8,15 55 0,46 11,06 19,18 55 0,46
(6,67-9,08)  (7,12-9,84) (0,35-118,88)  (6,55-213,08)

56 6,43 8,19 5/5 0,04 8,04 53,26 55 0,02
(5,53-7,88)  (6,98-8,71) (3,95-31,28)  (14,07-352,73)

a-Kontrollgruppe; b-Probiotikum-Gruppe; c-Anzahlr dmtersuchten Proben; d-Anzahl der positiven
Ergebnisse von jeweils 5 untersuchten Proben (ldbotuppe/Probiotikum-Gruppe); e-Signifikanz
nach Mann-Whitney Test; f-Median (minimaler Wertximaaler Wert)
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Tab. A37: GesamiLaktat imColon ascendender Versuchsferkel

Gesamt-Laktat Verhéaltnis L/D-Laktat

[mg/g FM]
Alter Kontrolle Probiotikuni c pd Kontrolle Probiotikum =
(N=5)° (N=5) : (N=5) (N=5) n

7 0,19 0,28 2/3 1 0,86 0,90 2/3 0,56
(0,09-0,91) (0,16-0,40) (0,53-0,93) (0,83-0,98

14 0,11 0,13 4/5 0,62 0,85 0,87 4/5 0,80
(0,04-0,42) (0,04-0,41) (0,67-1,07) (0,80-0,99

28 0,14 0,13 4/5 0,62 0,92 1,01 4/5 0,32
(0,06-0,33) (0,02-0,21) (0,58-1,03) (0,70-1,19

31 0,09 0,20 5/5 0,11 0,86 0,97 5/5 0,34
(0,01-0,17) (0,02-0,65) (0,77-2,02) (0,90-1,13

35 0,11 0,15 5/5 0,10 0,87 0,93 5/5 0,25
(0,07-0,33) (0,09-1,04) (0,54-1,07) (0,82-1,02

56 0,05 0,07 5/5 0,04 0,64 1,00 5/5 0,10
(0,01-0,07) (0,05-0,15) (0,34-0,91) (0,41-1,06

a— Futterungsgruppe; b - Anzahl der untersuchten Prabe Anzahl der Proben mit positiven Wer-
ten; d - Signifikanz nach Mann-Whitney Test; e -dide (Minimum-Maximum)

Tab. A38: Gehalt von L(+)- und D(-)-Isomeren des LaktatsGuoion ascendender Versuchsferkel

Konzentration Relativer Anteil

[mg/g FM] [in % des Gesamt-Laktats]
Alter Kontrolle Probiotikuni c pd Kontrolle Probiotikum p
(N=5)° (N=5) (N=5) (N=5)
L(+) Isomer

7 0,08 0,13 2/3 1 46,38 47,43 2/3 0,56
(0,04-0,31) (0,08-0,18) (34,45-48,09)  (45,46-49,39)

14 0,04 0,06 4/5 0,62 4594 46,59 4/5 0,80
(0,02-0,2) (0,02-0,2) (40,22-51,72)  (44,39-49,64)

28 0,06 0,07 4/5 0,62 47,90 50,30 4/5 0,32
(0,03-0,16) (0,01-0,11) (36,88-50,82)  (41,11-54,28)

31 0,03 0,09 5/5 0,17 46,17 49,22 5/5 0,34
(0,01-0,07) (0,01-0,32) (43,65-66,87)  (47,36-53,05)

35 0,05 0,07 5/5 0,11 46,54 48,27 5/5 0,25
(0,03-0,15) (0,04-0,5) (35,07-51,74)  (45,15-50,44)

56 0,01 0,03 5/5 0,07 39,20 50,00 5/5 0,10
(0-0,03) (0,01-0,08) (25,61-47,56)  (29,04-51,46)

D(-) Isomer

7 0,10 0,15 2/3 1 53,62 52,57 213 0,56
(0,05-0,6) (0,08-0,22) (51,91-65,55)  (50,61-54,54)

14 0,06 0,06 4/5 1 54,06 53,41 4/5 0,80
(0,02-0,22) (0,02-0,22) (48,28-59,78)  (50,36-55,61)

28 0,06 0,06 4/5 0,46 52,10 49,70 4/5 0,32
(0,03-0,17) (0,01-0,1) (49,18-63,12)  (45,72-58,89)

31 0,04 0,10 5/5 0,17 53,83 50,78 5/5 0,34
(0,003-0,09) (0,01-0,33) (33,13-56,35)  (46,95-52,64)

35 0,05 0,07 5/5 0,11 53,46 51,73 5/5 0,25
(0,05-0,18) (0,05-0,54) (48,26-64,93)  (49,56-54,85)

56 0,02 0,03 5/5 0,04 60,80 50,00 5/5 0,10
(0,01-0,04) (0,03-0,08) (52,44-74,39)  (48,54-70,96)

a— Futterungsgruppe; b - Anzahl der untersuchten PPrabe Anzahl der Proben mit positiven Wer-

ten; d - Signifikanz nach Mann-Whitney Test; e -dide (Minimum-Maximum)
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Tab. A39: Ammoniumionen-Gehalt if®olon ascendender Versuchsferkel

Alter Kontrolle Probiotikuni c

b Pd
(N=5) (N=5)
H (1,c1>ég-fgs) 1, 115?17,38) 43 072
* (0,:2’:}:?,61) (1,017’?13,35) a4 047
N (0’37’?8,87) (o,gé?(?,ea) 55 033
” (0,207'(-3(?,72) (O,Sif‘gﬁg) 55 0,77
> (0,35?8,49) (0,2055’&56) 4/5 0,47

a— Futterungsgruppe; b - Anzahl der untersuchten Prabe Anzahl der Proben mit positiven Wer-
ten; d - Signifikanz nach Mann-Whitney Test; e -diéa (Minimum-Maximum)
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