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min Minute 
µl Mikroliter 
µm Mikrometer 
µg Mikrogramm 
NCIMB National Collection of Industrial and Marine Bacteria (Scotland) 
ng Nanogramm 
ng/µl Nanogramm pro Mikroliter 
nM nano-molar 
PCR Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction) 
PG Probiotikum-Gruppe 
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pg/µl Picogramm pro Mikroliter 
pmol Picomol 
p.p. post partum (nach der Geburt) 
ROX 6-carboxy-X-rhodamine, Referenzfarbstoff bei einer Real-Time PCR 
rDNA  ribosomale Desoxyribonucleinsäure 
RNAse Ribonuclease 
s, sec Sekunde 
s. siehe 
S. Seite 
spp. Spezies 
TAE Tris-Acetat-EDTA-Puffer 
Tab. Tabelle 
UpM Umdrehungen pro Minute 
V Volt 
vs.  versus (gegen) 
vgl. vergleiche 
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EINLEITUNG  

Der gastrointestinale Trakt der Säugetiere wird von tausenden Millionen von Mikroorganis-

men kolonisiert, deren Zahl um den Faktor 10 höher liegt als die der körpereigenen Zellen 

(BÄCKHED et al., 2005). Vermutlich sind ca. 90% aller Zellen des Körpers mikrobieller 

Herkunft (EGERT et al., 2006). Die Kodierungsfähigkeit des gesamten mikrobiellen Genoms 

(od. microbiom) ist dabei erheblich größer als die des Genoms der Säugetiere und kodiert bio-

chemische Stoffwechselwege, die im Wirtsgenom nicht vorhanden, aber lebenswichtig sind, 

wie etwa die Fermentation von Glukanen (MAGALHAES et al., 2007). 

Der Charakter der Interaktionen zwischen den Bakterien und dem Organismus der Säugetiere 

ist sehr komplex und noch nicht vollständig entschlüsselt, wird aber von vielen Forschern als 

mutualistisch bezeichnet (BÄCKHED et al., 2005; DETHLEFSEN et al., 2007; LEY et al., 

2006). So können zum Beispiel einerseits die Zusammensetzung und funktionelle Aktivität 

der bakteriellen Populationen durch einzelne Komponenten des lokalen mukosalen Immun-

systems („pattern recognition“-Rezeptoren) beeinflusst werden, die gleichzeitig die Eliminie-

rung unerwünschter Spezies und die Persistenz autochtoner Bakterien erlauben (KELL et al., 

1998; MAGALHAES et al., 2007). Andererseits können Bakterien per se regulativ auf den 

Wirtsorganismus wirken: Bacteroides thetaiotaomicron etwa kann die Expression der Gene in 

den Epithelzellen fördern, die für verschiedene physiologische Funktionen wie Absorption 

und Immunantwort verantwortlich sind (HOOPER & GORDON, 2001). Nicht zuletzt hängen 

Bakterien-Wirt-Interaktionen von den Interaktionen zwischen einzelnen Mitgliedern innerhalb 

der bakteriellen Populationen ab. Aufgrund der Existenz von „Selbstmord“-Genen (sok/hok) 

bei manchen Bakterien und der Expression von Autolysinen oder Bakteriozinen können bak-

terielle Gemeinschaften hinsichtlich der Lebensfähigkeit und metabolischen Aktivität eine 

gewisse Heterogenität aufweisen (KELL et al., 1998; APAJALAHTI et al., 2003; BEN-

AMOR et al., 2005). Die Mikrobiota kann dabei sowohl metabolisch aktive Zellen als auch 

lebendige aber nicht kultivierbare (viable but non-culturable, VBNC), physiologisch aktive 

aber nicht kultivierbare (active but non-culturable, ABNC) sowie tote Zellen erhalten (YA-

MAMOTO, 2000). 

Einer von vielen Faktoren, die die Komplexität des gastrointestinalen Mikroökosystems bzw. 

dessen Wechselwirkungen mit dem Wirtsorganismus beeinflussen, ist die hohe Diversität 

bakterieller Gemeinschaften. Neueren Studien zufolge, die auf der 16S rRNA-Analyse basie-

ren, können mehr als 1000 verschiedene Spezies den Darm der Säugetiere besiedeln. Davon 

können bis zu 80% zu den bis jetzt nicht kultivierbaren Spezies mit nur zu geringem Teil ver-

standenen Funktionen, Wechselwirkungen und Potenzialen gehören (DETHLEFSEN et al., 
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2007). Am intensivsten werden derzeit Zusammensetzung und Diversität der luminalen bakte-

riellen Gemeinschaften des Dickdarms untersucht, was aber aufgrund der Existenz mehrerer 

einzigartiger und von einander verschiedener Makro- und Mikrohabitate innerhalb des Ver-

dauungstraktes („räumlicher Gradient“ EGERT et al., 2006) keinen Aufschluss auf die 

Mikrobiota der vorderen Abschnitte (Magen, Dünndarm) oder der Schleimhäute gibt (FRE-

TER 1992; MACFARLANE & DILLON 2007; ZOETENDAL et al., 2002; ECKBURG et al., 

2005). 

Allerdings beeinflusst nicht nur der räumliche, sondern auch der zeitliche Gradient die Kom-

plexität und die metabolische Aktivität der intestinalen Mikroökosystems: Während des Le-

bens des Makroorganismus (hier: des Schweins) entwickeln sich die bakteriellen Gemein-

schaften von einer einfachen und labilen Mikrobiota in der neonatalen Phase zu einer 

komplexen und stabilen bakteriellen Besiedlung während des erwachsenen Lebens (MACKIE 

et al., 1999; EGERT et al., 2006). Die Entwicklung der gastrointestinalen Mikrobiota des 

Schweins ist dabei nicht nur ein komplexer, sondern auch ein sehr dynamischer Prozess: Un-

ter konventionellen Bedingungen werden Ferkel in der dritten bis vierten Lebenswoche von 

der Mutter abgesetzt und die Milchdiät durch ein Festfutter ersetzt. Diese Ereignisse sind so-

wohl mit der drastischen morphologischen und immunologischen Reifung des gastrointestina-

len Traktes als auch mit der Veränderung der Zusammensetzung und der Stoffwechselaktivi-

tät der gastrointestinalen Mikrobiota verbunden (INOUE et al., 2005). Die bedeutsamsten 

Folgen des Absetzens und des Diätwechsels für das Tier sind Stress und eine darauf folgende 

hohe Durchfallinzidenz (bis zu 52%) sowie eine möglicherweise höhere Sterblichkeit (JONS-

SON & CONWAY, 1992; KATOULI & WALLGREEN, 2005). 

Vor diesem Hintergrund werden seit Jahrzehnten verschiedene Mittel entwickelt, welche die 

Mikrobiota des Darms der Säugetiere bzw. der Schweine (auch in der frühen neonatalen Pha-

se) günstig beeinflussen und stabilisieren sollen. Die Anwendung von Probiotika, die zu die-

sen Mitteln gehören, zielt in der Landwirtschaft vor allem auf die Verbesserung der Leis-

tungsparameter der Tiere; Probiotika werden dort in geringerem Maße als Therapeutika 

eingesetzt. Das seit 2006 in Kraft befindliche EU-Verbot antibiotischer Leistungsförderer und 

die mehrfach nachgewiesene signifikante Reduzierung der Durchfälle bei abgesetzten Ferkeln 

hat Probiotika zu einem attraktiven Futterzusatzstoff in der Schweineernährung gemacht, wo-

bei allerdings hinsichtlich vieler anderer Leistungsparameter (Futterverwertung, Gewichtszu-

nahme), die ebenso die wirtschaftliche Effizienz der Schweinezucht bestimmen, nur selten 

signifikante Effekte beobachtet werden (FULLER, 1999; SIMON, 2005; TARAS et al., 2005, 

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

nahme beim Tier beeinflussen könnte. Obwohl die Monogastriden nicht zu den Tierarten ge-

hören, bei denen die bakterielle Verdauung unabdingbarer Bestandteil der Ernährungsphysio-

logie ist (JEROCH et al., 1999), werden Laktat und flüchtige Fettsäuren – Endprodukte 

bakterieller Kohlenhydrat-Fermentation – entlang des gesamten gastrointestinalen Traktes 

von Schweinen (je nach Darmabschnitt in unterschiedlichen Konzentrationen) detektiert (SI-

MON, 2006). Über die quantitative Bedeutung des bakteriellen Nährstoffabbaus bei Schwei-

nen stehen aber nur unzureichende Kenntnisse zur Verfügung. Ein möglicher Grund sind die 

oben gekennzeichnete Komplexität bzw. die immer noch mangelhaften Kenntnisse über die 

Zusammensetzung und die Wechselwirkungen des porcinen intestinalen Mikroökosystems, 

dessen Modifizierung allerdings als Hauptwirkungsmechanismus der Probiotika in der Tier-

ernährung betrachtet wird. 

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss des probiotischen Enterococcus faecium 

NCIMB 10415 auf die Milchsäuremikrobiota und ihre Stoffwechselaktivität im gastrointesti-

nalen Trakt (Magen, distales Jejunum und Colon ascendens) von Ferkeln unter Zuhilfenahme 

molekularbiologischer Methoden – Real-Time PCR und DGGE – zu untersuchen. Ausgehend 

von der Hypothese, dass artverwandte bzw. das gleiche Habitat besiedelnde Bakterien am 

ehesten Kandidaten für einen probiotischen Einfluss sind, sollte vor allem die Population der 

Laktobazillen, die phylogenetisch mit den Enterokokken verwandt sind und einen wichtigen 

Teil der „gesunden“ gastrointestinalen Mikrobiota darstellen, auf einem qualitativen und 

quantitativen Niveau untersucht werden. Die Analyse sollte Aufschluss darüber geben, ob 

durch frühzeitigen Probiotikaeinsatz (ab dem 1. Lebenstag) die bakterielle Besiedlung von 

Ferkeln derart modifiziert werden kann, dass ihre Widerstandsfähigkeit gegen mögliche 

Krankheitserreger an kritischen Lebenspunkten (Wechsel der Diät, Absetzen) erhöht wird. Im 

Einzelnen sollten mit der Untersuchung folgende Ziele verfolgt werden: 

1. Bestimmung und Verbesserung der Nachweisgrenzen der Real-Time PCR und 

DGGE für die Analyse der gastrointestinalen Mikrobiota beim Schwein; 

2. Ermittlung der Überlebensfähigkeit des probiotischen E. faecium NCIMB 10415 in 

verschiedenen Bereichen des Verdauungstrakts (Magen, distales Jejunum, Colon 

ascendens) bei Ferkeln; 

3. Qualitative und quantitative Charakterisierung der Mikrobiota sowie ihrer Stoff-

wechselaktivität (Laktat, Ammonium, flüchtige Fettsäuren) in verschiedenen Be-

reichen des Verdauungstrakts und in verschiedenen Lebensabschnitten (Saugperi-

ode, Zeit um das Absetzen) bei Ferkeln nach Probiotikum-Gabe 
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1. DIE MAGEN-DARM-MIKROBIOTA ALS KOMPLEXES MIKRO-
ÖKOLOGISCHES SYSTEM 

1.1 Komponenten des mikrobiellen Ökosystems 

Auf der Oberfläche und im Körper der Säugetiere existieren rund 1013-1014 mikrobielle Zel-

len. Diese bakteriellen Populationen werden als offene und dynamische Ökosysteme betrach-

tet, die sich in ständigen Interaktionen mit dem Makroorganismus befinden (LEY et al., 

2006). Komponenten dieses mikrobiellen Ökosystems werden auch mithilfe einer Reihe öko-

logischer Termini beschrieben. So teilen MIKELSAAR et al. (2004) das gesamte mikrobielle 

Ökosystem in Mikrobiozenosen und Mikrobiotope ein. Haupteinheit des mikrobiellen Öko-

system ist dabei die Mikrobiozenose (od. Mikrobiota), die als „eine Gemeinschaft von quali-

tativ verschiedenen Gruppen von Mikroorganismen, die sich in dynamischen Fluktuationen 

befinden, aber relativ stabile quantitative Charakteristika haben“, beschrieben werden kann. 

Das Mikroökosystem enthält mehrere Mikrobiozenosen, die sich in bestimmten Lokalisatio-

nen des Wirts (mikrobielle Biotope, Nischen, Mikrohabitate) verorten lassen. Daraus folgt, 

dass das mikrobielle Biotop oder Mikrobiotop „ein Areal ist, das für Leben und Wachstum 

der Mikroorganismen geeignet ist“ (MIKELSAAR et al., 2004). 

Laut KASSEN & RAINEY (2004) verläuft die bakterielle Besiedlung bestimmter Mikrohabi-

tate nach den grundlegenden Prinzipien der Evolutionstheorie: Die Nischen des Makroorga-

nismus sind nur mit denjenigen bakteriellen Spezies besiedelt, die sich im Zuge einer Selekti-

on den Nische-spezifischen Bedingungen am besten angepasst haben. Solche Spezies werden 

als autochton oder indigen bezeichnet; zu ihren typischen Merkmalen gehören unter anderem 

die langfristige Assoziation mit dem Makroorganismus sowie das Verharren ihrer Populati-

onsgröße auf einem bestimmten Niveau (SAVAGE, 1977). Die autochtonen Spezies bilden 

außerdem innerhalb der Nische eine Gemeinschaft (climax community, SAVAGE, 1977), in 

welcher jede bakterielle Art nur eine bestimmte Zelldichte erreichen kann und deren Zusam-

mensetzung bzw. Funktionen sich oft von den Gemeinschaften anderer Mikrohabitate deutlich 

unterscheiden. Eine der wichtigsten Funktionen autochtoner Bakterien ist das Ermöglichen 

der Kolonisationsresistenz (BERG, 1996; ZOETENDAL et al., 1998). Eine weitere Kompo-

nente des mikrobiellen Ökosystems sind Bakterien, die aus der Umwelt in den Makroorga-

nismus gelangen und als allochton bezeichnet werden. Sie treten normalerweise nur vorüber-

gehend auf und gehen keine Interaktionen mit dem Mikrohabitat ein. In einigen Fällen, wie 

z.B. bei Störungen des bakteriellen Gleichgewichtes, können diese Spezies jedoch die Mikro-

habitate autochtoner Bakterien besiedeln, was zur Expression pathogener Faktoren führen 

kann (DETHLEFSEN et al., 2007). 
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Die Einteilung der Bakterien in autochtone und allochtone Spezies wird allerdings von zahl-

reichen Autoren kritisiert. So vermerkt WALTER (2005), dass aufgrund der Einmaligkeit 

einiger Mikrohabitate autochtone Spezies eines Habitats (z.B. Peristaltik des Darms) für ande-

re Nischen allochton sein können. Besonders schwer sind beide Typen von Bakterien in der 

frühen postnatalen Phase zu unterscheiden, während der große Fluktuationen in der Diversität 

der Mikrobiota sowie die Herausbildung neuer Mikrohabitate erfolgen (VANBELLE et al., 

1990). 

1.1.1 Mikrohabitate 

Durch die anatomischen und histologischen Besonderheiten des gastrointestinalen Trakts 

werden verschiedene, oft einzigartige Mikrobiotope für die Mikrobiota etabliert und dadurch 

auch in ihrer ganzen Zusammensetzung und ihren Funktionen beeinflusst (SAVAGE, 1977; 

BERG 1996). Nach FRETER (1992) können Mikroorganismen innerhalb des gastrointestina-

len Traktes vier verschiedene Mikrohabitate besiedeln. Das erste Habitat, das vor allem in 

vitro untersucht wurde, ist die Oberfläche der epithelialen Zelle, an die sich Bakterien mithilfe 

ihrer zahlreichen Adhäsionsmechanismen anheften können. Das zweite Mikrohabitat ist die in 

den Lieberkühn-Krypten liegende Mukosa, die besonders durch spiralförmige Bakterien wie 

Borrelia, Treponema, Spirillum u.a. besiedelt ist. Ein weiteres Habitat ist die Mukosa epithe-

lialer Zellen, die in engem Kontakt mit dem Epithelium steht, allerdings aufgrund der auf-

wendigen Probenentnahme die wissenschaftliche Analyse vor gewisse Komplikationen stellt.  

Das vierte und am häufigsten untersuchte Habitat ist das Lumen des Darms. Hinsichtlich der 

Zusammensetzung und Funktionen der Lumen-Mikrobiota existieren in der Literatur divergie-

rende Meinungen. Nach SAVAGE (1977) repräsentiert die Lumen-Mikrobiota diejenigen 

bakteriellen Populationen, deren Lebensraum die Oberfläche der Nahrungspartikel ist, und 

unterscheidet sich in ihrer Zusammensetzung deutlich von den mukosalen Gemeinschaften. 

Eine ähnliche Definition findet sich auch bei FRETER (1992), der Ursprung und Zusammen-

setzung der lumenalen Mikrobiota diskutiert, jedoch schlussfolgert, dass luminale bakterielle 

Populationen sowohl Ergebnis der Vermehrung lumenaler Bakterien als auch Folge der Ver-

mehrung mukosa-assoziierter Bakterien sein können. LESER et al. (2002) vertreten die Mei-

nung, dass beide Mikrohabitate (Mukosa und Lumen) durch Mukosa-Exkretion, epithelialen 

Turnover und Darm-Peristaltik verbunden sind und die mukosa-assoziierten Bakterien eine 

Subpopulation der luminalen Mikrobiota darstellen. 

Deutliche qualitative und funktionale Unterschiede der mukosalen und luminalen bakteriellen 

Populationen wurden von MACFARLANE & DILLON (2007) nachgewiesen. Mittels konfo-

kaler Laser-Scanning-Mikroskopie weisen die Autoren im Lumen des humanen Colons nicht 
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nur Mikrokolonien auf der Oberfläche der Nahrungssubstrate nach, sondern auch verstreute, 

allein liegende Zellen. Beide bakteriellen Gemeinschaften (an der Oberfläche der Nahrungs-

partikel haftende bzw. nicht haftende) enthielten gleiche Arten und Spezies, waren jedoch 

unterschiedlich metabolisch aktiv. So wurde gezeigt, dass Bakterien, die mit der Oberfläche 

der Nahrungspartikel verbunden waren, am schnellsten Polysacharide fermentierten, nicht 

haftende Zellen hingegen Oligosacharide. Auch im Hinblick auf einzelne Enzymaktivitäten 

waren Unterschiede zwischen beiden Populationen zu verzeichnen. Die Expression von α-

Fucosidase und N-acetyl α-Galactosaminidase bei haftenden Zellen etwa war schwächer als 

bei nicht haftenden Bakterien. 

In derselben Arbeit untersuchten MACFARLANE & DILLON auch die Zusammensetzung 

mukosaler bakterieller Populationen. Bei Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) und li-

ve/dead-Färbung der mukosalen Bakterien zeigte sich, dass die Mehrheit der beobachteten 

Bakterien (Enterokokken, Bakteroiden, Bifidobakterien) und besonders Zellen, die nahe der 

Oberfläche der Mukosa lagen, lebendig waren. Die Autoren vermuten, dass diese in der Mu-

kosa detektierten Bakterien zu aktivem Wachstum fähig sind und eine einzigartige Population 

darstellen, deren Anwesenheit kein Ergebnis einer passiven Übertragung aus dem Lumen ist. 

Eine indirekte Bestätigung dieser These findet sich bei ZOETENDAL et al. (2002), die mit-

tels PCR-DGGE humane bakterielle 16S rDNA-Profile aus Biopsie-Proben von Colon ascen-

dens, transversum und descendens im Vergleich zu Faeces untersucht haben. Mittels errech-

neter Ähnlichkeits-Indizes wurde festgestellt, dass Colon- und Faeces-Proben ca. 13% 

Ähnlichkeit aufwiesen, die Colon-Proben untereinander dagegen etwa 90-99%. ECKBURG et 

al. (2005) haben ebenso deutliche Unterschiede zwischen den Zusammensetzungen der Mu-

kosa- und Faeces-Mikrobiota festgestellt. Auf Basis von 16S rDNA-Analysen von Biopsie-

Proben aus dem Colon (ascendens, transversum, descendens und sigmoid) und Faeces-Proben 

konnten signifikante Differenzen in der Präsenz einzelner phylogenetischer Gruppen in bei-

den Habitaten nachgewiesen werden. Anhand der Ähnlichkeits-Indizes folgerten die Autoren, 

dass die Faeces-Mikrobiota „eine Kombination aus einzelnen mukosalen und nicht haftenden 

Bakterien des Lumens“ ist.  

1.1.2 Diversität der Magen-Darm-Mikrobiota 

Die bakterielle Diversität des gesamten Planeten wird derzeit auf 55 Phyla Bacteria und 13 

Phyla Archaea geschätzt (LEY et al., 2006). Besonders intensiv wurde die bakterielle Diversi-

tät im vergangenen Jahrzehnt über 16S rRNA-Gene untersucht, die als Zielsequenzen für die 

Detektion und Identifizierung der Bakterien dienen. Auf diese Weise wurde ermittelt, dass in 

tierischen Organismen nur vier Phyla von Bacteria – Firmicutes, Bacteroides, Actinobacteria 
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und Proteobacteria – dominieren. In humanen Colon-Proben konnte auch eine Spezies von 

Archeae – Methanobrevibacter smithii – nachgewiesen werden (BÄCKHED et al., 2005; 

ECKBURG et al., 2005). Innerhalb der genannten sowie anderen, weniger dominanten Phyla 

(Chlamydiae, Cyanebacteria, Defferibacteres, Deinococcus-Thermus, Fusobacteria, Spiro-

chaetes, Verrucomicrobia, TM7, SR1) konnten mithilfe der 16S rRNA-Analyse mehr als 1000 

verschiedene Spezies ermittelt werden. Die Mehrzahl dieser detektierten Stämme gehört zu 

den Gram-positiven Bakterien und 80% von ihnen zu den bis jetzt nicht kultivierten Spezies 

(DETHLEFSEN et al., 2007). 

Die bakterielle Diversität der Säugetiere kann laut EGERT et al. (2006) „durch deutliche 

raum-zeitliche Gradienten“ charakterisiert werden. Bakterielle Gemeinschaften weisen wäh-

rend des Lebens des Wirtsorganismus eine bestimmte Entwicklung auf: von einer einfachen 

und unstabilen Mikrobiota in der neonatalen Phase zu dauerhaften komplexen und stabilen 

Gemeinschaften während des erwachsenen Lebens. Betrachtetet man den räumlichen Gra-

dient, können die einzelnen humanen und tierischen Mikrobiota auf Phylum-Niveau eine ähn-

liche Zusammensetzung, auf dem Gattungs-, Spezies- und Stämme-Niveau jedoch einzigarti-

ge Profile aufweisen (DETHLEFSEN et al., 2007). 

Die Diversität der intestinalen Mikrobiota der Tiere scheint – auf 16S rRNA-Analyse basie-

renden Studien zufolge – sehr komplex zu sein und kann bis zu 83% an diversen unklassifi-

zierten und unkultivierten Spezies enthalten (LESER et al., 2002). Die Mehrheit der detektier-

ten bakteriellen Phylotypen der porcinen Ileum, Cecum und Colon gehört, analog zur 

humanen Mikrobiota, zu den Phyla Firmicutes und Bacteriodes. Tabelle 1 liefert einen Über-

blick über die Diversität der porcinen intestinalen Mikrobiota nach LESER et al. (2002). 
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Tab. 1: Bakterielle Diversität der porcinen Ileum-, Cecum- und Colon-Mikrobiota auf dem Phylum-, 
Gattungs- und Spezies-Niveau nach LESER et al. (2002) 

Phylogenetische Gruppe Anzahl 
detektierter 
Phylotypen 

Verbindung detektierter Phylotypen zu den einzelnen  
Spezies 

Eubacterium und verwandte 125 Butyrivibrio crossotus, B. fibrisolvens, B. fibrisolvens. Clo-
stridium aerotolerans, C. aminobutyricum, C. coccoides, C. 
glycolicum, C. herbivorans, C lituseburense C. polysaccharol-
yticum, C. populeti C. symbiosum C. xylanolyticum. Copro-
coccus eutactus. Eubacterium cellulosolvens, E. eligens, E. 
formicigenerans, E. hadrum, E. hallii, E. ramulus, E. rectale, 
E. ruminantium, E. timidum, E. ventriosum, E. xylanophilum. 
Lachnospira pectinoschiza. Pseudobutyrivibrio ruminis. Ro-
seburia cecicola. Ruminococcus gnavus, R.. lactaris, R.. o-
beum, R.. schinkii. 

Clostridium und verwandte 109 Clostridium baratum, C. botulinum, C. celatum, C. leptum, C. 
longisporum, C. perfringens, C. termolacticum. Eubacterium 
desmolans, E. siraeum. Ruminococcus albus, R. bromii, R. 
callidus., R. flavefaciens. Sporobacter termitidis.  

Bacillus-Lactobacillus-
Streptococcus-Untergruppe 

46 Abiotrophia adiacens. Enterococcus faecium, E. hirae. Ge-
mella haemolysans. Lactobacillus agilis, L. alimentarius, L. 
amylovorus, L. brevis, L. collinoides, L. delbrueckii, L. farci-
minis, L. johnsonii, L. mucosae, L. murinus, L. panis, L. plan-
tarum, L. pontis, L. reuteri, L. ruminis, L. salivarius subsp. 
salivarius, L. vaginalis, Pediococcus parvulus. Staphylococ-
cus epidermidis. Streptococcus alactolyticus, S. hyointestina-
lis, S. gallolyticus, S. saliva, S. suis. Weissella confusa.  

Flexibacter-Cytophaga-
Bacteroides-Gruppe 

42 Bacteroides distasonis, B. fragilis, B. merdae, B. putredinis, B. 
uniformis. Porphyromonas macacae. Prevotella albensis, P. 
bryantii, P. buccae P. denticola, P. nigrescens, P. loescheii, P. 
oris, P. ruminicola, P. tannerae, P. veroralis. Rikenella mic-
rofusus.  

Proteobacteriae 20 Actinobacillus minor, A. porcinus. Blastobacter denitrificans. 
Campylobacter sp. Desulfomonas pigra. E. coli. Gallionella 
ferruginea, Haemophilus sp., Halomonas aquamarina, Heli-
cobacter rodentium, Oceanospirillum pusillum, Oxalobacter 
formigenes, Pantoea agglomerans, Pasteurella aerogenes, 
Pelobacter propionicus, Roseateles depolymerans, Sutterella 
wadsworthensis, Thiocapsa roseopersicina. 

Sporomusa und verwandte 15 Acidaminococcus fermentans, Dialister pneumosintes, Me-
gasphaera elsdenii, Mitsuokella multacida, Phascolarctobac-
terium faecium, Peptococcus niger, Schwartzia succinivorans, 
Selenomonas ruminantium, Veillonella dispar, V. parvula. 

Mycoplasma und verwandte 8 Spiroplasma sp. Mycoplasma sp. 

Hoch-G-C-Bakterien 4 Atopobium parvulum, Bifidobacterium asteroids, Eggerthella 
lenta, Sanguibacter inulinus. 

Spirochetes und verwandte 2 Spirochaeta sp. Treponema bryanti. 

Clostridium purinolyticum-
Gruppe 

1 Pseudoramibacter alactolyticus 
 

Planctomyces und verwandte 1 Pirellula marina 

Flexistipes sinusarabici as-
semblage  

1 Dethiosulfovibrio peptidovorans, Flexistipes sinusarabici, 
Geovibrio ferrireducens.  

Anaerobaculum thermoterre-
num-Gruppe 

1 Anaerobaculum thermoterrenum 
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1.1.3 Lebensfähigkeit der Bakterien 

Einzelne bakterielle Gemeinschaften des Wirtsorganismus können sich nicht nur hinsichtlich 

der qualitativen und quantitativen Strukturen unterscheiden. Auch bezüglich der funktionalen 

Aktivität ihrer einzelnen Mitglieder können bakteriellen Gemeinschaften eine gewisse Hete-

rogenität aufweisen. Es ist dabei wichtig zu wissen, ob alle Mitglieder der Gemeinschaft 

gleich lebensfähig und metabolisch aktiv sind (ZOETENDAL et al., 2006). Der einfachste 

Test für die Bestimmung der Lebensfähigkeit der Bakterien ist ihre Kultivierung. Vor dem 

Hintergrund der Tatsache, dass sich bakterielle Zellen in verschiedenen physiologischen Zu-

ständen befinden können, liefern Ergebnisse dieses Tests jedoch lediglich Aufschluss über 

solche Bakterien, die lebendig und vermehrungsfähig bzw. aktiv und kultivierbar sind (KELL 

et al., 1998). 

Neben aktiven Zellen enthalten bakterielle Populationen auch lebendige aber nicht kultivier-

bare (viable but non-culturable, VBNC), physiologisch aktive aber nicht kultivierbare (active 

but non-culturable, ABNC), sowie tote Zellen. Die VBNC werden dabei als lebensfähige, 

aber durch verschiedene Schädigungsfaktoren weniger physiologisch bzw. vermehrungsaktive 

Zellen bezeichnet. Die ABNC sind im Prinzip tote Zellen, die mikroskopisch jedoch noch 

einige Lebensmerkmale (Zell-Elongation, funktionale Enzyme) aufweisen können (YAMA-

MOTO, 2000). Bei toten Zellen können einzelne Komponenten wie Membrane, fragmentierte 

DNA oder einige Enzyme, die keine funktionale Bedeutung haben, detektiert werden. 

Den unkultivierbaren Zustand und die Beschädigung bakterieller Zellen können sowohl un-

günstige Kultivierungsbedingungen (Temperatur, Sauerstoffkonzentration) als auch physische 

Beschädigungen der Zellen (u.a. ihrer Membrane oder DNA), ein Mangel an zellulären Kom-

ponenten (z.B. Ribosomen), die Aktivierung lysogener Bakteriophagen und der „Selbst-

mord“-Gene (z.B. sok/hok) oder auch die Expression von Autolysinen verursachen (KELL et 

al., 1998). In einem unkultivierbaren Zustand (VNBC) wird bei den Zellen eine Reduzierung 

des Nährstofftransportes und der Sauerstoffrate sowie die Verhinderung der Biosynthese ver-

schiedener Makromoleküle beobachtet (PORTER et al., 1995; BEUMER et al., 1992; FEDE-

RIGHI et al., 1998; YARON & MATTHEWS, 2002). Die Expression von Virulenzgenen 

kann aber durch den unkultivierbaren Zustand nicht beeinflusst werden (JONES et al., 1991; 

COLWELL et al., 1996; RAHMAN et al., 1996; PRUZZO et al., 2002; ADAMS et al.2003). 

Die Rückkehr unkultivierbarer Zellen (VNBC) in den aktiven, kultivierbaren Zustand ist 

durch die Eliminierung von Stressfaktoren (Zugabe zusätzlicher Nährungssubstrate, Verände-

rung der Temperatur, Rückkehr in das passende Habitat) sowie die Reparatur von Beschädi-
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gungen und die Aktivierung replikativer Funktion durch einen Temperaturschock oder durch 

Behandlung mit Ammoniumsalzen möglich (YAMAMOTO, 2000). 

Die Bestimmung des physiologischen Zustandes der bakteriellen Zellen kann durch die An-

wendung verschiedenen Methoden erreicht werden. Mithilfe der Durchflusszytometrie mit 

live/dead-Färbung konnten APAJALAHTI et al. (2003) zeigen, dass ein Drittel aller Bakteri-

en in humanem Faeces tot waren. Unter Verwendung eines ähnlichen Protokolls zeigten 

BEN-AMOR et al. (2005), dass 50% der Zellen lebendig waren. 20% reagierten sowohl auf 

live- als auch auf dead-Färbung positiv und wurden von den Autoren als beschädigte Zellen 

bezeichnet. Innerhalb aktiver Populationen wurden dabei Butyrat bildende Bakterien detek-

tiert, unter den toten Zellen hingegen Vertreter der Gattungen Bacteroides, Ruminococcus und 

Eubakterium. 

1.2 Interaktionen zwischen Makro- und Mikroorganismus 

Die Magen-Darm Mikrobiota, die sich im Zuge einer langen, ko-evolutionären Folge symbio-

tischer Interaktionen zwischen den Mikro- und Makroorganismus entwickelt, spielt eine wich-

tige Rolle in der Unterstützung der humanen und tierischen Gesundheit (MAGALHAES et 

al., 2007). Diese vollzieht sich sowohl durch die Verhinderung der Kolonisierung mit patho-

genen Mikroorganismen und die Teilnahme an der Verdauung der Futterkomponenten, als 

auch durch die Unterstützung des mukosalen Immunsystems (KELLY et al., 2007). Neuere 

Studien zeigen, dass die Mikrobiota, vor allem ihre nicht pathogenen Vertreter, auch andere 

metabolische Prozesse des Wirts wie z.B. den Lipidstoffwechsel, die Veranlagung zu Fettlei-

bigkeit, die Entwicklung des Immunsystems, Entzündungs- und Reparatur-Reaktionen sowie 

die Angiogenese beeinflussen können (BÄCKHED et al., 2004; LEY et al., 2006; TURN-

BAUGH et al., 2006; KELLY et al., 2004; STAPPENBECK et al., 2002). 

a) Darm-Morphologie und Peristaltik 

Zahlreiche Erkenntnisse über den Einfluss der intestinalen Mikrobiota auf die Morphologie 

des Darms stammen aus gnotobiotischen Studien, in denen keimfreie Nagetiere (Mäuse, Rat-

ten) sowie Vögel (Broiler) mit konventionellen Tieren verglichen werden.  

Zu den morphologischen Änderungen, die bei keimfreien Tieren registriert wurden, gehörte 

die Verringerung der intestinalen Masse, Breite und Länge (u.a. länglicher Caecum mit dün-

ner mukosaler Schicht) (BERG 1996; VAN KESSEL et al., 2004). Anhand der Ultrastruktur 

des Darms zeigten ICHIKAWA et al. (1999), dass keimfreie Tiere längere Zotten und weni-

ger tiefe Krypten aufweisen, was zur Reduzierung des mitotischen Index und der Erneue-

rungsrate von Epithelzellen führen kann (ALAM et al, 1994). Diese Effekte werden dabei 

sowohl durch Bakterien per se als auch durch ihre Metaboliten bedingt. VISEK (1987) zufol-
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ge können Produkte des bakteriellen Stickstoff-Metabolismus (Ammoniak und Amine) einen 

schädlichen Einfluss auf die mukosale Struktur ausüben. HAMPSON (1986) und MILLER et 

al. (1986) wiesen eine drastische Verringerung der Zotten-Länge und eine Vertiefung der 

Krypten bei abgesetzten Ferkeln nach und begründeten dies mit der radikalen Veränderung 

der Mikrobiota nach dem Absetzen. 

Abgesehen von den genannten Beispielen haben Bakterien und ihre Metaboliten jedoch einen 

unterschiedlichen Einfluss auf das Darm-Epithelium. GARCIA-LAFUENTE et al. (2001) 

haben festgestellt, dass Laktobazillen die Dichte der intestinalen bakteriellen Barriere erhöhen 

können und E. coli die Permeabilität der Kolonozyten für luminale Toxine. Auch bakterielle 

Metaboliten wie flüchtige Fettsäuren sind in der Lage, die Erneuerungsrate der epithelialen 

Zellen der Krypten erhöhen, was insgesamt einen Anstieg der Darmwand-Masse ermöglicht 

(SAKATA, 1987; MACFARLANE & MACFARLANE, 2003). 

Auch die Peristaltik des Magen-Darm-Traktes kann durch die Mikrobiota beeinflusst werden. 

FALK et al (1998) berichten, dass die Peristaltik des vorderen Darmtraktes bei keimfreien 

Tieren im Vergleich zu den konventionellen langsamer ist. Eine Reihe von Forschern hat die-

sen Effekt den Endprodukten des bakteriellen Metabolismus – den flüchtigen Fettsäuren – 

zugeschrieben. In vitro-Untersuchungen von YAJIMA (1985) zeigten, dass verschiedene 

Konzentrationen flüchtiger Fettsäuren auch unterschiedliche Auswirkungen auf die Peristaltik 

des Ratten-Dickdarms (Colon) haben können. So wurde eine maximale kontraktile Aktivität 

bei der Konzentration von 10 mM beobachtet, während 100 mM zu ihrer vollständigen Er-

lahmung führten. Der Wirkungsmechanismus kann dabei nach TOPPING & CLIFTON 

(2001) sowohl systematische humorale und neuronale Wege als auch lokale Reflexe bzw. 

einen myogenen Einfluss flüchtiger Fettsäuren auf die glatte Muskulatur einbeziehen. 

In zahlreichen Versuchen mit gnotobiotischen Tieren wurden auch andere mögliche Einflüsse 

der Mikrobiota auf die Morphologie sowie physiologische und biochemische Prozesse im 

Darm aufgezeigt. Ein Vergleich der morphologischen, physiologischen und biochemischen 

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

von BERG (1996) zu finden. Zusammengefasst ist dieser Vergleich in Tabelle 2.  
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Tab. 2: Charakteristika einiger morphologischer, physiologischer und biochemischer Prozesse im 
Darm gnotobiotischer Nagetiere im Vergleich mit konventionellen Nagetieren nach BERG (1996) 

Morphologie 

Verlängertes Caecum  

Niedrigere Masse bzw. reduzierte Oberfläche der Darm-Wand  

Dünnere Zotten 

Dünnere Lamina propia 

Reduzierte Leber-, Herz-, Nebennierengröße 

Reduziertes Blut-Volumen  

Physiologie und Biochemie 

Reduzierte intestinale Peristaltik (erhöhte Transitzeit) 

Reduzierte Erneuerungsrate von Epithelzellen der Zotten 

Veränderte Enzymaktivität (z.B. reduzierte Trypsin-, erhöhte ß-Glucuronidase-Konzentrationen) 

Niedigerer pH-Wert des intestinalen Inhalts 

Erhöhtes Sauerstoff-Niveau bzw. Redoxpotenzial  

Reduzierte Herzleistung 

Reduzierter Blutstrom (zu Darm, Leber usw.) 

Reduzierte Synthese der Vitamine K und B 

Fehlen der Transformation von Gallensäuren 

Mangel an flüchtigen Fettsäuren  

 

b) Epithelzellen als Hauptort der Wirt-Bakterien-Interaktionen 

Die Epithelzelle und ihre Oberfläche stellen einen Ort besonders intensiver wechselseitiger 

Kontakte zwischen Makro- und Mikroorganismus dar. Das Hauptergebnis dieser Interaktio-

nen (od. „cross-talk process“) ist die Entstehung der Kolonisationsresistenz, welche die Rolle 

der ersten Barriere in der Abwehr gegen Pathogene einnimmt, sowie der Erwerb der gesamten 

Mikrobiota-Struktur des gastrointestinalen Traktes (ZOETENDAL et al., 2006). Der Wirt 

kann einerseits die Eliminierung pathogener Bakterien fördern und andererseits günstige Be-

dingungen für autochtone, nicht pathogene Spezies schaffen (HOOPER & GORDON, 2001). 

Eine kritische Rolle spielen dabei unter anderem die Glykokonjugate oder Glykane – hoch 

glykolysierte Makromoleküle mit einer komplexen Zusammensetzung und Diversität, die von 

Becherzellen des Krypten- und Zotten-Epitheliums entlang des Darms produziert werden und 

an der Erkennung oberflächlicher Polysacharide und Proteine der Bakterien beteiligt sind 

(MAGALHAES et al., 2007). Das Glykokonjugat(Mucine)-Netz bildet eine relativ klebrige 

Struktur, in der pathogene Bakterien gefangen und durch die intestinale Peristaltik aus dem 

Organismus eliminiert werden können (HOOPER & GORDON, 2001). Die funktionale Akti-

vität der Glykokonjugate bzw. die Beschaffenheit der Kolonisationsresistenz kann dabei von 
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solchen Faktoren wie Wirtsgenetik, Reife der Epithelzelle, Lokalisation im Darm (Darmab-

schnitt), Alter des Tiers sowie Fütterungstyp beeinflusst werden (FALK et al., 1998; SPECI-

AN & OLIVER, 1991; BARROW et al., 1980; TURCK et al., 1993; SHARMA & SCHU-

MACHER, 1995). 

Aktuelle Arbeiten zeigten allerdings, dass nicht nur Glykokonjugate (Mucine) die bakterielle 

Besiedlung, sondern umgekehrt auch die Bakterien selbst die Muzineexpression beeinflussen 

bzw. modifizieren können. Das bekannteste und am häufigsten zitierte Beispiel hierfür ist die 

Interaktion zwischen Bacteroides thetaiotaomicron und den Enterozyten des Mäusedarms. 

BRY et al. (1996) zeigten, dass B. thetaiotaomicron einerseits Fukose aus dem Mukus 

verstoffwechselt und andererseits die Produktion von Fucα1,2Galß-Glykanen stimuliert, die 

der Art als Energiequelle dienen können. HOOPER & GORDON (2001) stellten in der Folge 

fest, dass B. thetaiotaomicron auch die Expression der Gene in den Epithelzellen fördern 

kann, die für verschiedene physiologische Funktionen (z.B. Absorption und Immunantwort) 

verantwortlich sind. In einer weiteren Studie wiesen HOOPER et al. (2004) nach, dass die 

Anwesenheit von B. thetaiotaomicron zur Sekretion eines Peptids (Angiogenin Ang4) in Pa-

neth-Zellen der intestinalen Krypten im Mäusedarm führen kann. Als Haupteigenschaften 

dieses Peptids werden eine antibakterielle Wirkung, ein Einfluss auf die lokale Immunantwort 

sowie die Teilnahme an der Entwicklung des vaskulären Netzes in den Darmzotten genannt 

(STAPPENBECK et al., 2002, HOOPER & GORDON, 2001). Nach ZOETENDAL et al. 

(2006) können derartige Wirt-Bakterien-Interaktionen nicht nur das Immunsystem des Darms, 

sondern das gastrointestinale Ökosystem insgesamt beeinflussen. 

c) Immunität 

Es ist bekannt, dass das Immunsystem der Säugetiere in erster Linie für die Abwehr pathoge-

ner Mikroorganismen und anderer körperfremder Substanzen verantwortlich ist. Gnotobioti-

schen Studien zufolge beeinflusst die Anwesenheit der Bakterien im Darm auch die Reifung 

und Entwicklung des lokalen Darm- sowie des gesamten Immunsystems. BERG (1996) zeigt, 

dass immunologische Parameter wie die Anzahl von Lamina propria-Lymphozyten und IgA-

produzierenden Plasmazellen sowie die Konzentration von Gammaglobulinen im Serum bei 

keimfreien Tieren signifikant niedriger lagen. Auch die Unterentwicklung der Milz und der 

Lymphknoten sowie eine verzögerte Immunantwort nach der Impfung waren bei diesen Tie-

ren zu beobachten. Besonders bedeutsam ist die Anwesenheit bakterieller Gemeinschaften im 

Darm und in anderen Organen für die Entwicklung des Immunsystems während der postnata-

len Phase: Bei den Schweinen, die immunologisch unreif geboren werden, wird die Mikrobio-



LITERATURÜBERSICHT 

 14 

ta auch als Hauptquelle der Antigene und als entscheidend für die Stimulierung des Immun-

systems der Ferkel während der ersten 4-7 Wochen betrachtet (KELLY et al., 2007). 

Das Immunsystem befindet sich dabei allerdings in ständiger Konfrontation mit kommensa-

len, nicht pathogenen Bakterien. Dabei ist es wichtig, dass eine bestimmte Balance zwischen 

dem Immunsystem und den kommensalen Bakterien besteht. Im Fall eines Ungleichgewichts, 

so PAMER (2007), besteht die Möglichkeit entweder einer überzogenen Immunantwort und 

der Entstehung entzündlicher Krankheiten oder aber einer mangelhaften Abwehr und der Ent-

wicklung invasiver mikrobieller Infektionen. Die Mechanismen, die dem Immunsystem 

gleichzeitig die Eliminierung unerwünschter Spezies und die Persistenz der autochtonen 

(kommensalen) Bakterien gestatten, werden derzeit intensiv untersucht, allerdings besteht 

bislang noch Mangel an gesicherten Erkenntnissen. 

Gezeigt werden konnte, dass eine führende Rolle bei der Bildung der antibakteriellen und 

antiviralen Immunabwehr den „pattern recognition“-Rezeptoren (PRR, auch: „pattern re-

cognition“-Moleküle, PRM) zukommt. Die PRM lassen sich an der Membrane der Zellen 

oder im Zytosol lokalisieren und bestehen aus einer heterogenen Proteine-Familie, die Vertre-

ter von Lectin-, Cystein-, Leucin- sowie Helikase-Domänen umfasst. Bedeutung für die Er-

kennung pathogener Mikroorganismen im Darm haben dabei insbesondere zwei Klassen der 

PRM – „toll-like“-Rezeptoren (TLR) und „nod-like“-Rezeptoren (NLR) (MAGALHAES et 

al., 2007). TLR sind eine Familie von Erkennungsrezeptoren, die mit den Epithelzellen und 

mit ihnen assoziierten dendritischen Zellen sowie mit den Monozyten und den Makrophagen 

verbunden sein können (KELLY et al., 2007). Die Expression der TLR kann sowohl auf der 

Oberfläche der Zellen als auch innerhalb der intrazellulären Organellen stattfinden (ZOE-

TENDAL et al., 2006; MAGALHAES et al., 2007). Hauptfunktion der TLR ist dabei die Er-

kennung der als „pathogen-associated molecular patterns (PAMP) oder „microbe-associated 

molecular patterns (MAMP)“ bezeichneten mikrobiellen Komponenten (Lipoproteine, Lipo-

teichonsaüre, Lipopolysacharide, Fragelline, doppelsträngige RNA von Viren, unmethylierte 

bakterielle DNA-CpG DNA) (MAGALHAES et al., 2007). Das durch TLR geförderte Im-

munsystem ist in der Lage, antibakterielle Peptide, Interferone, pro- und anti-entzündliche 

Cytokine und Chemokyne zu produzieren sowie dendritische Zellen mit anschließender Regu-

lierung der Aktivität der T- und B-Zellen zu aktivieren (PASARE & MEDZHINTOV, 2004, 

2005). 

NLR gehören zu den intrazellularen Rezeptoren und sind im Zytosol der Zelle zu finden. Wie 

TLR sind NLR für die Erkennung verschiedener PAMP und MAMP verantwortlich. Nod1 

und Nod2-Rezeptoren, die zu den NLR gehören, erkennen zum Beispiel Peptidoglykane, die 
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Hauptkomponenten der bakteriellen Zelle. MAGALHAES et al. (2005) berichteten dabei über 

einem möglichen Einfluss der Herkunft von Nod1 und Nod2 auf ihre Spezifität. So erkennen 

die humanen Nod1 die Tripeptide, die Nod1 von Ratten dagegen Tetrapeptide (z. B. das tra-

cheale Cytotoxin). Nach FRITZ et al. (2005) induzieren NLR pro-entzündliche Cytokine und 

Chemokyne und lösen die Aktivierung dendritischer Zellen aus. 

Da pathogene und kommensale Bakterien oft gleiche molekulare Strukturen enthalten, mit 

denen sie von den TLR erkannt werden können, konnten sich eine Reihe von Mechanismen 

entwickeln, die dem Wirt die Erkennung beider Bakterientypen erlauben. KELLY et al. 

(2007) und MAGALHAES et al. 2007 vermuten, dass manche PAMP oder MAMP vom 

Wirtsorganismus aufgrund der räumlich getrennten Expression von TLR ignoriert werden 

können. So wird nur eine sehr schwache Expression von TLR5 als Antwort auf die Flagelline 

der kommensalen Bakterien beobachtet, weil sich TLR5 auf der basolateralen Membrane lo-

kalisieren lässt und nur bei Präsenz pathogener Bakterien aktiv wird (KELLY et al., 2007). 

WERTS et al. (2006) berichten, dass Rezeptoren wie z.B. TLR3, 7, 8 und 9 in den intrazellu-

lären Organellen exprimiert werden und deswegen auch keinen direkten Kontakt mit den 

mikrobiellen Komponenten der apathogenen Bakterien haben. Ein weiterer Mechanismus, 

infolge dessen die Anwesenheit der kommensalen Bakterien vom Wirt toleriert wird, ist die 

Schwächung der Immunantwort (Immunsuppression). LOTZ et al. (2006) vermelden eine 

immunologische Toleranz gegenüber TLR4, der bakterielle Lipopolysacharide erkennt, was 

die Autoren mit einer Verringerung der Expression von Interleukin1-Kinase erklären. KELLY 

et al. (2004) verzeichnen eine Korrelation zwischen der Anwesenheit von Bacteroides the-

taiotaomicron und der Induzierung des PPARγ-Rezeptors (peroxisome proliferator-activated 

receptor gamma). Der PPARγ-Rezeptor fördert den Transfer der RelA-Einheit von NF-kB 

(nuclear factor kB) vom Nukleus ins Zytosol, was die Entstehung einer Enzündungsreaktion 

hemmen kann (KATAYAMA et al., 2003; KELLY et al., 2004). Die Inhibition von NF-kB 

kann auch durch die Stabilisierung von IkBα erfolgen – einem Inhibitor, der NF-kB-Dimere 

im Zytosol ausschaltet. NEISH et al. (2000) und TIEN et al. (2006) beobachteten einen sol-

chen Effekt bei der Anwesenheit apathogener Salmonellen und des probiotischen Lactobacil-

lus casei. Was die Mechanismen betrifft, mit denen die Regulierung des Immunsystems durch 

NLR durchgeführt wird, existieren bislang nur wenige gesicherte Erkenntnisse. Es ist aller-

dings bekannt, dass Mutationen von Nod2-Genen zur Entstehung der Krohn-Krankheit füh-

ren, was indirekt auf eine wichtige Rolle der NLR bei der Detektion kommensaler Bakterien 

und der Kontrolle von Pathogenen verweist (KELLY et al., 2007). 
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d) Nährstoffumsatz  

Die Mikrobiota ist bedeutsam für die Verdauung der Nahrungssubstrate, die aufgrund des 

Fehlens bestimmter endogener Verdauungsenzyme vom Wirt nicht metabolisiert werden kön-

nen. Besonders wichtig für den Wirt ist die mikrobielle Verdauung in den unteren Abschnit-

ten des gastrointestinalen Traktes, wo sich die unverdaulichen Nahrungssubstrate im Ver-

gleich zu den proximalen Teilen des gastrointestinalen Traktes für eine längere Zeit befinden 

(JEROCH et al., 1999). 

Kohlenhydrate  

Kohlenhydrate gehören zu den wichtigsten Energiequellen sowohl des Wirtes als auch der 

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

Milchsäure, flüchtige Fettsäuren (Essig-, Propion-, Buttersäure) sowie verschiedene Gase 

(Wasserstoff, Kohlendyoxid, Methan) gebildet (BACH-KNUDSEN et al., 1991). 

Laktat gehört zu den bedeutsamsten mikrobiellen Metaboliten des Magens und des Dünn-

darms und wird von Bakterien vor allem aus Laktose und Hexosen synthetisiert. Im Magen 

der Saugferkel, welche einen Mangel an HCl haben, ist Laktat für die pH-Regulierung bzw. 

die Etablierung des Säure-Milieus verantwortlich (CRANWELL et al., 1976). Die pH-

Senkung durch Präsenz des Laktats kann auch bakterizid und bakteriostatisch auf die säure-

sensitiven Bakterien (u.a. pathogener Spezies) wirken, was oft als probiotischer Effekt von 

Milchsäurebakterien betrachtet wird (NOUSIANEN et al., 2004). Weitere positive Aspekte 

des bakteriellen Laktats sind die verbesserte Verdaulichkeit von Milchproteinen durch Ausfäl-

lung von Partikeln, das Anregen der Magensaftbildung, die Aktivierung der Magenperistaltik 

sowie die Teilnahme an der Gluconeogenese und an der enteralen Resorption von Kalzium 

(KOOLMAN & RÖHM, 2003). Die größten Mengen Laktat – 80-90% aller organischen Säu-

ren (od. 50-80 mmol/L) – werden entsprechend in der Saugperiode gebildet, in der die Ferkel 

viel Laktose aus der Sauenmilch erhalten. In der Folge sinkt der Laktat-Anteil dann auf bis zu 

50% ab (AXELSSON, 2004). Während der Fermentation können verschiedene bakterielle 

Spezies entweder L- oder D-Stereoisomere der Milchsäure separat oder als eine Mischung 

(wenn das Enzym Racemase vorhanden ist) produzieren. Aufgrund der nachgewiesenen Be-

teiligung des L-Isomers an der Resynthese von Glukose und Glykogen wird diese Form als 

das „physiologische Isomer“ bezeichnet (GIESECKE et al., 1985). D-Milchsäure ist schwie-

riger zu beurteilen. Es ist allerdings bekannt, dass das D-Isomer kein Produkt des endogenen 

Metabolismus des Wirts ist und aus der bakteriellen Fermentation der Kohlenhydrate stammt 

(GARVIE, 1980; OMOLE et al., 2001; KOOLMAN & RÖHM, 2003). D-Laktat wird lang-

samer und weniger leicht vom Wirtsorganismus metabolisiert, und eine hohe Konzentration 
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kann zu Azidosen (u.a. zur schweren Azidemia bei neugeborenen Kälbern) führen (LORENZ, 

2004; LORENZ et al., 2005; SHIMOMURA & SATO, 2006). Diese und weitere Befunde 

haben gezeigt, dass das D-Isomer vom Laktat eher als das „unphysiologische Isomer“ be-

trachtet werden sollte, obwohl sein Anteil am Gesamtlaktat etwa in Kälber-Faeces 30-50% 

erreichen kann (SHIMOMURA & SATO, 2006). 

Flüchtige Fettsäuren werden in großen Mengen bei der Fermentation von Kohlenhydraten im 

Dickdarm synthetisiert (BACH-KNUDSEN et al., 1991). Die Balance der synthetisierten 

Produkte hängt dabei von mit Wirt und Bakterien zusammenhängenden Faktoren ab (MAC-

FARLANE & MACFARLANE, 2003). Zu den vom Wirt abhängigen Faktoren zählen Diät, 

Alter, Aktivität des neuroendokrinen Systems, pankreatische und andere Arten der Sekretion 

im GIT, Mukusproduktion, Krankheiten und Annahme der therapeutischen Mittel (Antibioti-

ka) sowie die Dauer des epithelialen Turnover. Bakterielle Faktoren beinhalten die Diversität 

und die Quantität der bakteriellen Populationen, kompetitive und kooperative Interaktionen 

zwischen einzelnen Spezies in der Mikrobiota sowie die jeweiligen Fermentationsstrategien 

dieser Spezies. Für das Mengenverhältnis zwischen einzelnen flüchtigen Fettsäuren gilt: Es-

sigsäure > Propionsäure ≥ Buttersäure (BACH-KNUDSEN, 1991). Die höchsten Konzentra-

tionen kurzkettiger Fettsäuren werden dabei im Caecum und im proximalen Colon mit 70-140 

mmol/L registriert. Im distalen Colon fällt der Wert auf bis zu 20-70 mmol/L ab (TOPPING 

& CLIFTON, 2001). Die Gesamtazidität des porcinen Chymus ist mit etwa 150-200 mmol/L 

zu veranschlagen; das prozentuale Verhältnis von Acetat:Propionat:Butyrat beträgt dabei ca. 

60:30:15 (NOUSIANEN et al., 2004). 

Die Auswirkungen flüchtiger Fettsäuren lassen sich unterteilen in solche, die im Lumen auf-

treten, und jene, die als Folge von Interaktionen mit Epithelzellen der Darmwand erscheinen 

(TOPPING & CLIFTON, 2001). Die Präsenz flüchtiger Fettsäuren im Lumen (z.B. im Colon) 

führt zu einer Veränderung des pH-Werts, was auf einige Bakterien (E. coli, Salmonellen) 

hemmend, auf andere (z.B. Serpulina hyodysenteriae) hingegen fördernd wirken kann 

(CHERRINGTON et al., 1991; PLUSKE et al., 1998). Dadurch dass zusammen mit den kurz-

kettigen Fettsäuren auch Natrium-, Kalium- und Chlor-Ionen absorbiert werden, wird als 

mögliche Wirkungsweise dieser Säuren die Unterstützung der Elektrolyten-Balance genannt 

(LE LEIKO & WALSH, 1996; SELLIN & SOIGNIE, 1998). Die Absorption bestimmter 

flüchtiger Fettsäuren im Dickdarm findet ferner mit einem Energiegewinn statt, der bei auf-

wachsenden Schweinen bis zu 15% des gesamten Energiebedarfs decken kann (NOUSIA-

NEN et al., 2004). 
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Betrachtet man die Wirkung einzelner flüchtiger Fettsäuren auf den Makroorganismus, finden 

sich in der Literatur zahlreiche Hinweise darauf, dass Essigsäure (Acetat) über das Blut in die 

peripheren Gewebe gelangt und zum Beispiel als Energiequelle für die Myozyten fungiert 

(BERGMAN, 1990). Von besonderem Interesse ist dabei die Rolle der n-Buttersäure. Für die 

Kolonozyten ist sie nicht nur die Hauptquelle der Energie (60-70%), sondern auch der Induk-

tor ihrer Proliferation, was für den Erhalt der epithelialen Barriere besonders wichtig ist 

(WANG & FRIEDMAN, 1998; TOPPING & CLIFTON, 2001). MCROBERTS & RILEY 

(1994) zeigen, dass n-Buttersäure auch die Permeabilität der Epithelzelle erhöhen und ihr zy-

toplasmatisches Skelett stärken kann. 

Eine Reihe weiterer Wirkungen flüchtiger Fettsäuren auf den Makroorganismus wurden beo-

bachtet. Dazu zählen die Regulierung der Glyko- und Ketogenese in der Leber (SANO et al., 

1995), die konzentrationsabhängige Verringerung oder Erhöhung der kontraktilen Aktivität 

der glatten Muskulatur des Darms (YAJIMA 1985; CHERBUT et al., 1997), der Einfluss auf 

die Genexpression in den Enterozyten (BASSON et al., 2000), auf die Wachstums- und Folli-

kel-stimulierenden Hormone der Hypophyse (BOUKHLIQ & MARTIN 1997; MATSUNA-

GA et al., 1998) sowie die Verringerung der Replikation von Herpes- und Cytomegaloviren 

(ASAI et al., 1991; WU et al., 1994). Ein Mangel an flüchtigen Fettsäuren kann ferner zur 

Entwicklung einer Reihe von Krankheiten führen – hierzu zählen colorectale Adenome,    

Anemie, arterielle Hyperthensie, antibiotika-assoziierter Durchfall, das Malabsorption-

Syndrom und Eierstockkrebs (SANO et al., 1995; CHERBUT et al., 1997; BARNARD et al., 

1997; MATSUNAGA et al., 1998; BOUKHLIQ & MARTIN, 1997). Daneben sind allerdings 

auch einige negative Einflüsse von Fettsäuren auf den Makroorganismus zu verzeichnen. So 

wurde etwa gezeigt, dass die n-Buttersäure eine immunsupressive Wirkung auf die Prolifera-

tion von T- und B-Lymphozyten ausüben und eine Schädigung der Membranstruktur von 

Monozyten verursachen kann (BOHMIG et al., 1997; KURITA-OCHIAI et al., 1995). 

Proteine 

Für einige Bakterien, zu welchen unter anderem potenziell pathogene Bakterien gehören, zäh-

len die Proteine zu den wichtigsten Substraten. Die nach der Protein-Fermentation entstehen-

den Ammoniak, Amine und Amide werden dabei für den Wirt als potenziell toxische und 

mutagene Substanzen betrachtet (MACFARLANE & MACFARLANE 1995; NYACHOTI et 

al., 2006). Zur Desaminierung und Decarboxylierung der Aminosäuren sind einzelne Vertre-

ter der Gattungen Bacteroides spp., Enterobakterien, Lactobacillus spp. und Streptococcus 

spp. fähig (MACFARLANE & MACFARLANE, 1995). Eine übermäßige Einnahme von Pro-

teinen kann zumindest bei Hunden auch zur Vermehrung von Clostridium perfringens und der 
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Reduzierung der Bifidobakterien im Faeces führen (ZENTEK, 1995; VAN DER STEEN et 

al., 1997). Das synthetisierte Ammoniak kann dabei von Epithelzellen absorbiert, in Harnstoff 

umgewandelt und im Darm wiederverwertet oder als Komponente des Urins aus dem Orga-

nismus eliminiert werden. Die Abwicklung dieses enterohepatischen Kreislaufs des Harn-

stoffs benötigt eine gewisse Energiemenge vom Wirt und kann auch die intestinale Mukosa 

reizen (NOUSIANEN et al., 2004). Einigen Studien (MOSENTHIN et al., 1994; CANH et al., 

1998; JEROCH et al., 1999) zufolge können Bakterien, wenn genug andere Fermentations-

substrate bzw. ein Energiegewinn zur Verfügung stehen, Ammoniak als Stickstoffquelle für 

ihr Wachstum verwenden und anschließend die gesamte NH3-Belastung des Wirtes verrin-

gern. NH3 wird dabei in Form eines mikrobiellen Proteins und nicht als Harnstoff im Urin 

ausgeschieden, was den Energieaufwand für den Wirt verringern und die Ammoniak-

Kontaminierung der Umwelt vermindern kann. 

Lipide  

Die intestinale Mikrobiota kann an der Metabolisierung der Lipide auf zwei verschiedene 

Arten mitwirken: Bakterien können exogene und endogene Lipide mithilfe von Lipasen und 

Dehydrogenasen bis zu freien Fettsäuren abbauen, und sie können an der Dekonjugation der 

Gallensäuren und der Modifizierung des Cholesterol-Metabolismus beteiligt sein (NOUSIA-

NEN et al., 2004). Zur Dekonjugation der Gallensäuren sind eine Reihe von Milchsäurebakte-

rien fähig, wie Laktobazillen und Bifidobakterien (TANNOCK, 2000). Nach der mikrobiellen 

Dekonjugation (Dehydroxylierung) der Gallensäuren entstehen sekundäre Gallensäuren (z.B. 

Desoxy- und Litocholsäure), die als wesentlich weniger wirksame Form für die Fettemulgati-

on betrachtet werden (KOOLMAN & RÖHM, 2003). Als Vorteile der bakteriellen Dekonju-

gation der Gallensäuren nennen BARON & HYLEMON (1997) mögliche Energiegewinne 

und die Inhibierung von Bakterien, welche nicht ans Wachstum im GIT angepasst sind. Fer-

ner gibt es Hinweise auf Toxität und Mutagenität dekonjugierter Gallensäuren für den Wirts-

organismus. So weisen die sekundären Gallensäuren eine deutliche Aktivität im Colon auf 

und können Zellnekrose und entzündliche Reaktionen in der Leber und im Gallenblasengang 

verursachen (ROWLAND, 1992). Berichtet wird auch, dass die Mikrobiota die Katabolisie-

rung des Cholesterols erhöhen und es in eine weniger absorbierbare Form umwandeln kann 

(NOUSIAINEN et al., 2004). Es wird vermutet, dass die Verringerung des Cholesterol-

Niveaus mit der Aktivität bakterieller Gallensalzhydrolasen (bile salt hydrolases, BSH), wel-

che die Dekonjugierung der Gallensäuren ermöglichen, in Verbindung stehen könnte. FRANZ 

& HOLZAPFEL (2004) gehen davon aus, dass die Entstehung der sekundären Gallensäuren 

(durch Dekonjugation) und ihre im Vergleich zu den konjugierten Gallensäuren intensivere 

Exkretion aus dem GIT zu einem erhöhten Verbrauch von Cholesterin für die de novo-
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Synthese der Gallensäuren führen kann und dadurch das Cholesterin-Niveau deutlich verrin-

gert wird. Diese Hypothese schließt allerdings negative Einflüsse der sekundären Gallensäu-

ren nicht aus. 

1.3 Entwicklung der intestinalen Mikrobiota beim Schwein 

Die Entwicklung der neo- und postnatalen intestinalen Mikrobiota der Säugetiere ist ein kom-

plexer Prozess, der sowohl die Übernahme der mütterlichen Mikrobiota als auch Interaktionen 

zwischen dem wachsenden Organismus und den bakteriellen Gemeinschaften beinhaltet. Das 

Ergebnis der neo- und postnatalen Fluktuationen der bakteriellen Gemeinschaften ist die Etab-

lierung der dichten, stabilen und metabolisch aktiven autochtonen bakteriellen Populationen 

(MACKIE et al., 1999). 

Die Entwicklung und Etablierung bakterieller Gemeinschaften bei Säugetieren gliedert sich 

laut COOPERSTOCK & ZEDD (1983) sowie MACKIE et al. (1999) in vier Phasen: Die erste 

Phase ist die erste Bildung der Mikrobiota während und sofort nach der Geburt, die zweite der 

Zeitraum, in dem das Hauptnahrungsmittel der Neugeborenen Muttermilch ist (Saugperiode). 

Die dritte Phase ist jene Zeit, während der die Milchdiät um ein Beifutter ergänzt wird, und 

die vierte Phase ist die des Absetzens und des Übergangs zu der Diät, die für den erwachsenen 

Organismus typisch ist. INOUE et al. (2005) merken allerdings an, dass nicht nur der Wech-

sel der Ernährungsweise sondern auch die morphologische und immunologische Reifung des 

intestinalen Traktes ein Grund für die Transformierung der Mikrobiota sein kann. Die Ent-

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

1.3.1 Erstbesiedlung  

Seit geraumer Zeit ist die Forschung sich weitgehend einig, dass der gastrointestinale Trakt 

des Fötus steril bzw. keimfrei ist. Innerhalb weniger Stunden nach der Geburt gelangen aber 

Bakterien in den Körper des Neugeborenen. Als Hauptquellen der ersten tierischen intestina-

len Mikrobiota dienen die vaginale, intestinale und Hautmikrobiota der Mutter sowie die Um-

gebung, in der die Geburt stattfindet (PENDERS et al., 2007). Dadurch dass das intestinale 

Milieu des Neugeborenen ein positives Redoxpotenzial zeigt, wird der gastrointestinale Trakt 

zuerst mit fakultativ-anaeroben Bakterien wie Enterobakterien, Staphylococcus spp, Lactoba-

cillus spp. und Streptococcus spp. kolonisiert (MIKELSAAR et al., 2004). Während der ers-

ten Woche wird das Redoxpotenzial durch den massiven Sauerstoffverbrauch dieser Bakteri-

en gesenkt und zumindest im Darm ein anaerobes Milieu für streng anaerobe Spezies wie 

Bacteroides spp, Bifidobacterium spp, Eubacterium spp, Clostridium spp. und Peptostrepto-

coccus spp. geschaffen (MIKELSAAR et al., 2004). Die Erhöhung der Diversität der Mikro-
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biota entspricht dabei einem Anstieg der gesamten bakteriellen Zellzahl. Die Besiedlung des 

intestinalen Traktes der Ferkel, Küken und Kälber läuft im Ganzen wie folgt: Die ersten Ko-

lonisatoren sind fakultativ-anaerobe Bakterien, deren Population sich ab dem 5. Lebenstag auf 

Kosten der streng-anaeroben Spezies vergrößert (SWORDS et al., 1993; BAUER et al., 

2006). Die Zelldichte der dominanten Spezies im Faeces neugeborener Ferkel – z.B. E.coli 

und Streptococcus spp. – kann in Konzentrationen von 107-109 Zellen/g Kot detektiert werden 

(STEWART, 1997). Die Gesamtpopulation kann dabei schon 12 Stunden nach der Geburt im 

Colon 109-1010 Zellen erreichen (SWORDS et al., 1993). Die qualitative und quantitative Zu-

sammensetzung der sich entwickelnden Mikrobiota hängt von einer Reihe von Faktoren ab, 

von denen einige in der Folge näher betrachtet werden. 

a) Transfer der mütterlichen Mikrobiota zum Kind 

Viele pathogene Bakterien (z.B. Vertreter der Proteobacteria) gelangen auf oral-fäkalem We-

ge in den Makroorganismus und können sich außerhalb des Wirts in zahlreichen Umwelt- 

Reservoirs vermehren. Einzelne Vertreter von Firmicutes und Bacteroides, die im tierischen 

gastrointestinalen Trakt detektiert wurden und zu den dominanten bakteriellen Phyla zählen, 

wachsen dagegen außerhalb des Wirtsorganismus nicht und werden vermutlich von den Eltern 

geerbt (LEY et al., 2006). Für die Bestätigung dieser „parent-to-offspring transmission”-

Hypothese werden mütterliche Mikrobioten und solche ihrer Babys verglichen und der Grad 

ihrer Übereinstimmung festgestellt. So untersuchten LEY et al. (2005) mithilfe der 16S 

rRNA-Analytik die Cecum-Mikrobiota genetisch fettleibiger und magerer Mäuse. Unter ande-

rem wurde eine hohe Ähnlichkeit der Mikrobiota zwischen Mutter und Kindern sowie zwi-

schen Geschwistern festgestellt. Gemessen anhand der taxonomischen Einheiten waren die 

untersuchten Proben meistens auf dem Phylum-, Familien-, Klassen- und Ordnerniveau ähn-

lich, wiesen auf dem Gattungsniveau jedoch gewisse Unterschiede auf. 

Es wird vermutet, dass die erste Kontaminierung der neugeborenen Tiere mit Bakterien durch 

den Kontakt mit der vaginalen, intestinalen und Hautmikrobiota der Mutter erfolgt. Die Über-

tragung der Mikroflora vollzieht sich dabei durch verschiedene mechanische Prozesse: Beim 

Geburtsvorgang kann der Fetus Fruchtwasser und Vaginalsekrete verschlucken, die Elemente 

der Mikrobiota der Mutter enthalten. Nach der Geburt kommt es durch Hautkontakt und Sau-

gen zu einer weiteren bakteriellen Kontaminierung (MACKIE et al., 1999).  

Eine Reihe von Forschern (TANNOCK et al., 1990a; MATSUMIYA et al., 2002; MIKEL-

SAAR et al., 2004) hat allerdings nachgewiesen, dass bakterielle Spezies nicht in gleicher 

Weise übertragen werden können und schon kurz nach der Geburt die Mikrobiota von Mutter 

und Kind eine unterschiedliche Zusammensetzung aufweisen kann. So untersuchten TAN-



LITERATURÜBERSICHT 

 22 

NOCK et al. (1990a, 1990b) Plasmidprofile von Laktobazillen, Enterobakterien und Bifido-

bakterien aus vaginalen, oralen und rektalen Abstrichen der Mutter sowie Faeces-Proben ihrer 

neugeborenen Kindern (0, 10 und 30 Tage). Die Plasmidprofile von Entero- und Bifidobakte-

rien waren in den Mutter-Kind-Proben identisch, während bei den Laktobazillen deutliche 

Unterschiede auftraten. Als mögliche Gründe der begrenzten Übertragung von Laktobazillen 

und anderen bakteriellen Gruppen und Spezies von Mutter zu Kind (auch nach der Geburt) 

werden sowohl hohe hygienische Standards genannt, unter deren die menschliche Geburt 

stattfindet, als auch eine – im Vergleich etwa zur Kokken-Flora – geringere Resistenz der 

Laktobazillen gegen einige Antibiotika. 

Bei den Tieren erfolgt tendenziell ein umfangreicherer Transfer der mütterlichen Mikrobiota 

auf ihr Kind als beim Menschen, wobei sich jedoch ebenfalls Hindernisse bei der Übertragung 

einzelner bakterieller Gruppen und Spezies ergeben können. So wird vermutet, dass die in-

testinalen Mikrobioten der Ferkel durch eine direkte Aufnahme von Sauen-Faeces (nach 

SANSOM & GLEED (1981) durchschnittlich 20g/Tag) mit darin enthaltenen Bakterien etab-

liert werden können (JADAMUS et al., 2001; MACHA et al., 2004; VAHJEN et al., 2007). 

Wichtig sind dabei die Häufigkeit der Aufnahme sowie die Menge der aufgenommenen Fae-

ces. In Anbetracht der Tatsache, dass in jedem Wurf eine bestimmte Heterogenität zu beo-

bachten ist, können zudem schwerere bzw. weniger aktive Ferkel öfter und länger Kontakt zu 

Sauenzitzen haben als die leichteren und aktiveren, die dafür häufiger mit herumliegendem 

Kot in Berührung kommen. VAHJEN et al. (2007) vermuten daher, dass die intestinalen 

Mikrobioten der aktiveren (leichteren) Ferkel tendenziell die intestinale- bzw. Faeces-

Mikrobiota der Sau widerspiegeln werden, während die Zusammensetzung der intestinalen 

bakteriellen Gemeinschaften weniger aktiver Ferkel stärker von mikrobiellen Komponenten 

der Sauenmilch beeinflusst sind. 

b) Genotyp 

Der Einfluss des Genotyps des Wirtsorganismus auf seine mikrobielle Besiedlung wird der-

zeit intensiv untersucht. LEY et al. (2006) bezeichnen den Wirtsgenotyp als „variablen Fak-

tor, der die vertikale Übertragung der Mikrobiota von den Eltern auf ihre Kinder beeinflusst“. 

ZOETENDAL et al. (2002) untersuchen PCR-DGGE-Profile humaner Faeces-Proben von 

eineiigen Zwillinge und ihrer Ehepartner. Die Ähnlichkeit der fäkalen Mikrobiota der Zwil-

linge lag dabei signifikant höher als die Ähnlichkeit zwischen den Proben der Zwillinge und 

ihrer Partner. Als Grund für die Identität der fäkalen Mikroflora der Zwillinge wurden sowohl 

der Genotyp als auch die gemeinsame Quelle der ersten Mikrobiota – die Mutter – genannt. In 

einer Studie von LEY et al. (2005) wird der Einfluss des Genotyps auf die Präsenz einzelner 
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bakterieller Gruppen gezeigt. So weisen genetisch fettleibige (ob/ob) Mäuse im Vergleich zu 

genetisch mageren (ob/+ und +/+ ) Tieren eine statistisch signifikante 50%ige Reduzierung 

von Bacteroides sowie eine ebenfalls signifikant erhöhte Zahl von Firmicutes (v.a. Clostridi-

um cluster XIVa mit einem Anteil von 75% an allen Firmicutes) auf. 

c) Fütterungstyp  

Ein weiterer Faktor, der die postnatale Mikrobiota beeinflusst und momentan regelmäßiger 

Forschungsgegenstand ist, ist die Art der Fütterung der Neugeborenen bzw. der Einfluss der 

mütterlichen Milch und ihres Ersatzes auf die intestinale Mikrobiota des Kindes. Aus hu-

manmedzinischen Studien ist bekannt, dass bestimmte Eigenschaften der Milch (z.B. hohes 

Laktose-Niveau, weniger Kasein und Kalziumphosphat sowie niedrigere Pufferungskapazität) 

die Entwicklung einzelner bakterieller Spezies (vor allem Bifidobakterien) begünstigen kön-

nen (BEZIRTZOGLOU 1997; PENDERS et al., 2007). Auch bei Ferkeln beeinflusst der Füt-

terungstyp die intestinale Mikrobiota. So verglichen BARROW et al. (1977) die Magen-, Du-

odenum- und Jejunum-Mikrobiota von Ferkeln, die ab dem 2. Lebenstag Sauenmilch bzw. 

einen Sauenmilch-Ersatz bekamen. Im Vergleich zu den „Sauenmilch“-Ferkeln wiesen die 

Tiere der zweiten Gruppe signifikant mehr hämolytischen E. coli auf und – statistisch aller-

dings insignifikant – weniger Laktobazillen (u.a. L. fermentum) und Streptokokken (u.a. S. 

salivarius). Die Autoren merkten an, dass die E. coli-Population der „Ersatzmilch“-Ferkel 

keine mit Durchfall assoziierten Serotypen enthielt, was aber die Anwesenheit untypischer 

und zur Zeit der Untersuchung noch nicht klassifizierter Serotypen nicht ausschließt. 

c) Diät der Mutter 

Die Diät bzw. Bestandteile der Diät gehören zu den wichtigsten Faktoren bei der Zusammen-

setzung und der metabolischen Aktivität der gastrointestinalen Mikrobiota monogastrischer 

Tiere (MACFERLANE et al., 1992). Es wird vermutet, dass die maternale Diät nicht nur die 

muttereigene sondern auch die neo- und postnatale Mikrobiota des Kindes beeinflussen kann 

(PENDERS et al., 2007). DEMECKOVÁ et al. (2002) untersuchten den Einfluss fermentier-

ten (L. plantarum) flüssigen Futters für Sauen (verfüttert während der zwei letzten Wochen 

ante partum) auf das Verhältnis von Milchsäure- und koliformen Bakterien im Kot ihrer Fer-

kel. Es wurde festgestellt, dass Ferkel von Müttern, die das fermentierte Futter bekamen, sig-

nifikant weniger koliforme und mehr Milchsäurebakterien aufwiesen als die Ferkel von Sau-

en, die konventionell gefüttert wurden. Ähnliche günstige Effekte der mütterlichen Diät für 

die Ferkel bestätigt eine Reihe von Studien (SCHAREK et al., 2005; POLLMANN et al., 

2005; VAHJEN et al., 2007). Die Autoren zeigen, dass die Verfütterung des probiotischen E. 

faecium NCIMB 10415 an die Sau (ab dem 90. Tag ante partum) bei den Ferkeln zu einer 
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Senkung der Nachweishäufigkeit der E. coli-Pathovare, einer (um 50%) reduzierten Übertra-

gung von Chlamydia suis von Chlamydia-positiven Sauen sowie einer Verringerung der E. 

faecalis-Zellzahl im Colon führte. In der Studie von PEDERSEN et al. (1992) bekamen Sauen 

rifampizin-resistente Stämme von Milchsäurebakterien (verfüttert während der letzten Woche 

ante partum), was aber keine Auswirkungen auf die intestinale Mikrobiota der Ferkel hatte: 

Probiotische Zellen wurden in sehr niedriger Quantität im Sauen-Kot detektiert, aber nicht in 

den Ferkel-Proben nachgewiesen. 

d) Umgebung und Art der Geburt 

Die Zusammensetzung der intestinalen Mikroflora der Säuglinge hängt oft auch vom Ort und 

der Art der Geburt ab (PENDERS et al., 2007; KELLY et al., 2007). Eine unlängst erschiene-

ne Studie von PLUSKE et al. (2007) dokumentiert deutliche (mittels 16S rDNA PCR-DGGE 

bestimmte) Unterschiede in der intestinalen bakteriellen Diversität zwischen Ferkeln, die in 

einem Raum unter konventionellen Bedingungen zur Welt kamen, und solchen, die im Freien 

geboren wurden. Die Autoren erklären die höhere Diversität bei den im Freien geborenen 

Ferkeln durch die Aufnahme von Komponenten des Bodens, des Grases und des Strohs, mit 

der der Aufenthalt im Freien verbunden ist. 

1.3.2 Saugphase 

Die Saugperiode bezeichnet den Zeitraum, in dem das Hauptnahrungsmittel der Neugebore-

nen die Milch der Mutter ist. Für die Ferkel beträgt die Saugperiode vom Tag der Geburt 21-

23 (Frühabsetzen) oder bis zu 35 Tage (JEROCH et al., 1999). Ab dem 14. Lebenstag bis zum 

Absetzen werden die Ferkel in der Regel zusätzlich mit einem Beifutter (Prästarter, creep 

feed) gefüttert, dessen Gabe nach dem Absetzen endet. 

Milchdiät der Ferkel 

Das Kolostrum und anschließend die Muttermilch sind nicht nur Lieferanten lebenswichtiger 

Antikörper, deren Transfer durch die porcine Plazenta nicht möglich ist, sondern auch eine 

wichtige Quelle der Bakterien. Die Milchmikrobiota besteht dabei aus den Bakterien, die die 

Zitzen und die nahen Hautbereiche besiedeln (WEST et al., 1979). GAVIN & OSTOVAR 

(1977) und WEST et al. (1979) zufolge enthält die Milch-Mikrobiota vorwiegend Bakterien 

der Gattungen Staphylococcus, Streptococcus, Lactobacillus sowie Enterococcus. Auch die 

Bestandteile der Milch wie z.B. Glycoproteine, Glycolipide und Lysozyme, die auf viele bak-

terielle Spezies antimikrobiell wirken, beeinflussen die Entwicklung der intestinalen Mikrobi-

ota des Menschen und des Tiers in der Saugphase (BAUER et al., 2006).  
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Die dominanten Populationen im gastrointestinalen Trakt der Säuglinge, vor allem in seinen 

oberen Abschnitten, stellen diejenigen Spezies dar, welche die Komponenten der Milch für 

ihren Metabolismus und ihr Wachstum ausnutzen können (NOUSIAINEN et al., 2004). Zu 

den predominanten Spezies der intestinalen Mikrobiota der Saugferkel gehören Laktobazillen, 

Enterokokken und E. coli, deren Populationen während der gesamten Saugperiode nicht nur 

zellzahlreich sind, sondern auch hochdivers (KATOULI & WALLGREN 2005). So konnten 

TANNOCK et al. (1990a) in den Speiseröhre- und Magen-Proben von 1.-14. Tage alten Saug-

ferkeln zwölf verschiedene Plasmidprofile von Laktobazillen nachweisen. Die gesamte Lak-

tobazillen-Population bestand dabei aus 107-109 Zellen. KONSTANTINOV et al. (2006) de-

tektierten einzelne Laktobazillen-Spezies (L. sobrius, L. reuteri, L. acidophilus) in den ilealen 

Proben 2.-12. Tage alter Ferkel, deren Populationsgröße sich auf einem Niveau von 104-108 

Zellen/g luminalem Inhalt befand. Auch Populationen koliformer Bakterien sind in dieser 

Phase bei den Ferkeln sehr zahlreich und divers: Bei einem Vergleich der E. coli-

Populationen im Faeces von Sauen und ihrer saugenden Ferkel registrierten KATOULI et al. 

(1995) in den Ferkel-Proben insgesamt 239 biochemische Phenotypen, in den Sauen-Proben 

dagegen lediglich 94. Die Bifidobakterien, die bei den menschlichen Säuglingen zu den pre-

dominanten Spezies der intestinalen Mikrobiota gehören, spielen bei Ferkeln dagegen nur 

untergeordnete Rolle. Ihr Anteil an der gesamten bakteriellen Population beträgt MIKKEL-

SEN et al. (2003) zufolge weniger als 1%. 

Je nach der verwendeten Nachweismethode stehen momentan verschiedene qualitative und 

quantitative Charakteristika der intestinalen Mikrobiota der Saugferkel zur Diskussion. Eine 

mögliche Zusammensetzung der gastrointestinalen Mikrobiota von Saugferkeln, die die Stu-

die von STROMPFOVA et al. (2006) liefert, ist in Tabelle 3 dargestellt. 

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

Tage nach der Geburt 
Detektierte Spezies 

1 7 14 

Koagulase-positive Staphylokok-
ken 

6,1 4,0 3,1 

Koagulase-negative Staphylo-
kokken 

6,9 4,8 4,8 

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

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

andere Enterobacteriaceae 6,9 5,7 6,3 

Lactobacillus spp. 5,5 7,1 6,2 
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Da sich der Magen-Darm-Trakt der Saugferkel sowohl mikrobiell als auch immunologisch in 

der Entwicklung befindet, ist das intestinale Mikroökosystem für viele negative Einflüsse sehr 

sensibel. Besonders wichtig sind dabei Veränderungen der bakteriellen Gemeinschaften zu-

gunsten pathogener, mit Durchfall assoziierter Spezies und Stämme wie Clostridium perfrin-

gens oder E. coli (FAIRBROTHER, 1999; TAYLOR, 1999). Eine Dominanz dieser Stämme 

in der intestinalen Mikrobiota (beim 1.000-10.000fachen des Normalwertes nach EICH & 

SCHMIDT, 1998) korreliert in der Regel mit dem Auftreten schweren Durchfalls, der zu den 

wesentlichen Verlustursachen in der Ferkelzucht gehört. Populationen dieser Stämme, die 

sich auf subdominantem Niveau (<104 g/Darminhalt) befinden, werden allerdings zu den au-

tochtonen Spezies gezählt. So beobachten INOUE et al. (2005) mittels TGGE-Analyse (tem-

perature gradient gel electrophoresis) der Kot-Proben gesunder Saugferkel eine Eliminierung 

der Clostridium perfringens-Bande zum 7. Lebenstag und das Auftreten einiger neuer Ban-

den, die vermutlich zu den Gattungen Eubacterium, Fusobacterium oder Propionibacterium 

gehören dürften. Als mögliche Erklärung für diese Veränderungen nennen die Autoren unter 

anderem die Ersetzung der IgA in der mütterlichen Milch durch IgG zum 7. Tag post partum, 

die Veränderungen in der Mikrobiota nach sich zieht. 

Ergänzung der Milchdiät um Beifutter  

In der ersten Lebenswoche wird der Energie- und Nährstoffbedarfs des Saugferkels aus-

schließlich durch Sauenmilch gedeckt. Ab der zweiten und dritten Lebenswoche treten, be-

sonders bei großen Würfen, Versorgungslücken auf (LINDERMAYER et al., 1994). Um 

Nährstoffdefizite auszugleichen, die Ferkel an Festfutter zu gewöhnen, eine gezielte 

Nährstoffsupplementierung durchzuführen und der Gefahr der Absäugung der Sauen zu be-

gegnen, wird den saugenden Ferkel ab dem 7.-14. Lebenstag ein Beifutter angeboten (JE-

ROCH et al., 1999). Es wird vermutet, dass die Einführung des Beifutters die Reifung und 

Stabilisierung des Magen-Darm-Traktes unterstützt, die Kolonisierung mit enterotoxigenen E. 

coli (ETEC) während der Absetzzeit hemmt und nach dem Absetzen eine erhöhte Futterauf-

nahme ermöglicht (CARSTENSEN et al., 2005). 

Es gibt nur wenige Studien, welche die Entwicklung der Mikrobiota in dieser Phase untersu-

chen. Die Mehrzahl von ihnen hat sich auf den Einfluss des Beifutters auf bestimmte bakteri-

elle Gruppen konzentriert, wobei die Ergebnisse von Studie zu Studie sehr unterschiedlich 

sind. So untersuchten MATHEW et al. (1994) die Ileum-Mikrobiota von Ferkeln, deren Saug-

periode mit bzw. ohne Beifutter verlief. Dabei wurden keine statistisch signifikanten Unter-

schiede in den Konzentrationen hämolytischer E. coli, von Laktobazillen oder bakteriellen 

Metaboliten (Laktat und flüchtige Fettsäure) festgestellt. CARSTENSEN et al. (2005) dage-
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gen vermelden eine signifikant verringerte Nachweisbarkeit hämolytischer E. coli in den Kot-

Proben der „Beifutter“-Ferkel. Allerdings zeigten Ferkel, die niedrigere Mengen Beifutter zu 

sich nahmen, nach dem Absetzen auch eine geringere Durchfall-Inzidenz. INOUE et al. 

(2005) registrierten während der „Beifutter-Phase“ eine deutliche Steigerung der Diversität; 

MURREY et al. (1987) beobachteten hohe Konzentrationen flüchtiger Fettsäuren während 

dieser Zeit. Es wird vermutet, dass die Variabilität der beobachteten mikrobiologischen Effek-

te mit der von Wurf zu Wurf verschieden stark ausgeprägten Beifutteraufnahme zusammen-

hängt (BRUININX et al., 2002; WATTANAKUL et al., 2005; CARSTENSEN et al., 2005). 

1.3.3 Absetzen 

Das Absetzen mit seinen möglichen Folgen (Störungen des gastrointestinalen Systems, erhöh-

te Empfindlichkeit für Infektionen oder Durchfall) gehört zu den kritischsten Perioden der 

Ferkelzucht. Ferkel in der kommerziellen Ferkelzucht können im Alter von 19-23 (Frühabset-

zen) oder 28-35 Tage (konventionelles Absetzen) von der Mutter abgesetzt werden (JEROCH 

et al., 1999). SWORDS et al. (1993) und INOUE et al. (2005) bezeichnen das Absetzen als 

die nach Erstbesiedlung und Saugperiode nächste Phase, während der (vor allem durch die 

Einführung des Festfutters) Veränderungen der intestinalen Mikrobiota verursacht werden. 

Während des natürlichen Absetzens werden die Ferkel schrittweise von der Sauenmilch ent-

wöhnt. Um sich selbst vor dem Absaugen zu schützen, vermeiden Wildsauen den ständigen 

Kontakt mit ihrem Nachwuchs, so dass die Ferkel selbst nach alternativen zusätzlichen Quel-

len der Nahrungsaufnahme suchen müssen. Auf diese Weise wird der gastrointestinale Trakt 

der Frischlinge nach und nach an die Aufnahme und Verdauung von Festfutter angepasst. Ab 

der 10.-16. Woche werden diese Ferkel problemlos von der Sau abgesetzt und sind gut auf die 

Aufnahme anderer Futtermitteln vorbereitet (CASTILLO et al., 2007; KATOULI & 

WALLGREN, 2005). Domestizierte bzw. kommerzielle Schweine befinden sich dagegen 

zwangsläufig in engerem Kontakt mit ihren Ferkeln und können überschüssiges Saugen nicht 

vermeiden. Die Ferkel ihrerseits benötigen keine anderen Nahrungsquellen und haben zum 

Zeitpunkt des Absetzens einen oft unreifen und für die Aufnahme festen Futters nicht ausrei-

chend vorbereiteten Magen-Darm-Trakt (KATOULI & WALLGREN, 2005).  

Die negativen Folgen des Absetzens werden laut LALLES et al. (2004) durch psychologische, 

soziale, ökologische und diätische Stressfaktoren verursacht. Der unmittelbare Effekt des Ab-

setzens besteht dabei in der dramatischen Reduzierung der Futteraufnahme, wobei 50% der 

abgesetzten Ferkel erst innerhalb von 24 Stunden nach dem Absetzen zum ersten Mal Futter 

akzeptieren, während 10% der Ferkel erst nach 48 Stunden die erste Nahrung zu sich nehmen 

(BROOKS et al., 2001). Erst um den 8.-14. Tag nach dem Absetzen erreichen die Ferkel ihre 
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Futteraufnahme-Werte von vor dem Absetzen wieder (LE DIVIDICH & SEVE, 2000). Zu 

den intestinalen Neuerungen können Veränderungen der Zotten- und Krypten-Morphologie 

sowie eine Reduzierung der digestiven Enzymaktivitäten und die Kolonisierung mit pathoge-

nen Mikroorganismen (E. coli und Rotavirus) hinzukommen (PLUSKE et al., 1997). Eine 

Übersicht über die Risikofaktoren des Absetzens ist in Tabelle 4 dargestellt. 

Tab. 4: Risikofaktoren des Absetzensphase nach LALLES et al. (2004) 

Faktoren Kurzbeschreibung  

1. Unreife  - Unreife des Tiers bezüglich der Zuchtumstände (u.a. Fütterung); 

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

- Unreife des Immunsystem (Gesamt- und intestinales) 

2. Stress  

a) psychologischer 
 

 

 

b) diätischer 

 

- Abrupte Trennung von der Mutter; 

- Mischen mit Ferkeln anderer Würfe; 

- neue Umgebung (Stall, Farm usw.) 
 

- Absetzen der Milch (flüssig, schmackhaft, verdaubar) und 

   Einführung des Festfutters (fest, weniger schmackhaft und   

   verdaubar); 

- getrennter Zugang zu Trinkwasser 

3. Induzierte Störungen des in-
testinalen Traktes  

 a) Veränderungen der intestina-
len Architektur und ihrer Funkti-
onen 

 

 

 b) Darmassoziierte pathogene 
Mikroorganismen 

 

 

- Morphologie: Atrophie der Zotten gefolgt von Krypten-           

    Hyperplasie 

- reduzierte Aktivität der intestinalen Verdauungsenzyme; 

- Störung der intestinalen Absorption, Sekretion und Permeabilität 

  

- Bakterien (enterotoxigene oder enteropathogene E. coli); 

- Viren (Rotavirus). 

4. Hauptrisikofaktoren 
 

 a) Diätische Faktoren 

 

 

 

 

 

 b) Haltungsbedingte Faktoren 

- niedrige oder unregelmäßige Futteraufnahme; 

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

- Rationen mit hoher Komplexität der Zusammensetzung und 
niedriger Verdaulichkeit (Proteine, Kohlenhydrate); 

- hohe Konzentrationen von Proteinen (+ hohe Puffer-Kapazität) 

- hohe Zahl der Ferkel pro Wurf / niedrige Lebendmassen beim 
Absetzen; 

- Hygienemangel; 

- ungewohnte Umgebung (niedrige Temperaturen, niedrige Luft-
qualität usw.) 
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Offensichtlich können die in Tabelle 4 ausgewiesenen Stressfaktoren auch die intestinalen 

Mikrobioten abgesetzter Ferkel beeinflussen. Die Bakterienvielfalt der gastrointestinalen Flo-

ra kurz nach dem Absetzen nimmt typischerweise drastisch ab, wodurch sich auch die Kolo-

nisationsresistenz verringert (KATOULI & WALLGREN, 2005). Die Größe der bakteriellen 

Population kann dabei laut MELIN et al. (1997) unverändert bleiben, was durch die Prolifera-

tion einzelner Spezies und Stämme (auch pathogener) zu erklären ist. FRANKLIN et al. 

(2002), KONSTANTINOV et. al (2006) sowie CASTILLO et al. (2007) registrierten kurz 

nach dem Absetzen eine signifikante Abnahme der Gesamtzahl an Bakterien, vor allem Lac-

tobacillus ssp. (L. reuteri, L. acidophilus, L. salivarius), sowie eine signifikante Zunahme von 

E. coli. SWORDS et al. (1993) und JENSEN (1998) fanden ebenso, dass nach dem Absetzen 

vor allem Gram-negative Bakterien wie Enterobacteriaceae und Bacteroides spp. in der in-

testinalen Mikrobiota dominieren. Die Populationen koliformer Bakterien bestehen dabei aus 

Spezies und Stämmen, die in der Saugperiode nicht vorhanden waren und für die Unterschie-

de in der Zusammensetzung der intestinalen Mikrobioten der Saug- und abgesetzten Ferkel 

verantwortlich sein können (KATOULI et al., 1997).  

Die gastrointestinale Mikrobiota einzelner Tiere des Wurfs kann während des Absetzens sehr 

variabel sein. KONSTANTINOV et al. (2006) und MELIN et al. (1997) weisen nach, dass die 

– mittels PCR-DGGE bestimmte – Ähnlichkeit der intestinalen Mikrobiota zwischen Ferkeln 

sowie zwischen Ferkeln und ihrer Mutter in dieser Phase niedriger ist als während der Saug-

periode. CASTILLO et al. (2007) stellten keine Unterschiede in der Stabilität der Mikrobiota 

der Saug- und abgesetzten Ferkel fest, fanden aber deutliche Unterschiede in ihrer Zusam-

mensetzung. KATOULI & WALLGREN (2005) postulieren, dass die Stabilisierung der bak-

teriellen Gemeinschaften erst in der 2.-3. Woche nach dem Absetzen erreicht wird.  

Angaben über die metabolische Aktivität der intestinalen Mikrobiota während des Absetzens 

variieren ebenfalls von Autor zu Autor teils sehr stark. FRANKLIN et al. (2002) registrierten 

bei abgesetzten Ferkeln im Vergleich zu Saugferkeln keine statistisch signifikanten Unter-

schiede in der Konzentrationen von Laktat und Fettsäuren insgesamt, während die Essigsäu-

rekonzentration bei den abgesetzten Tiere niedriger war. KONSTANTINOV et al. (2006) 

vermelden für abgesetzte Tiere eine signifikante Abnahme der Ammoniak- und signifikant 

höhere Laktat-Konzentrationen. Die Menge der flüchtigen Fettsäuren war dabei nicht signifi-

kant unterschiedlich. In der Studie von THYMANN et al. (2007) werden bei abgesetzten Fer-

keln im Vergleich zu den Saugferkeln signifikant höhere Werte von Essig- und Propionsäure 

ermittelt. 
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Wie bereits erwähnt, sind für die Unterschiede in der intestinalen Mikrobiota der Saug- und 

abgesetzten Ferkel vermutlich vor allem Umstellungen der Diät verantwortlich. Diese kann 

unter anderem zur Vermehrung der Populationen pathogener Stämme wie Toxin bildenden E. 

coli oder Salmonella führen, deren überdurchschnittliche Anwesenheit im gastrointestinalen 

Trakt der abgesetzten Ferkel mit dem Auftreten schwerer Durchfälle verbunden sein kann 

(BERTSCHINGER, 1999). MELIN et al. (2000) berichten allerdings, dass auch nicht mit 

Durchfall assoziierte koliforme Bakterien, die bis zu 4 Wochen bei abgesetzten Ferkeln per-

sistieren, zur Dysbiose der gastrointestinalen Mikrobiota dieser Ferkel führen können.  

1.4 Einfluss von Probiotika auf die Entwicklung der intestinalen Mikrobiota 

Da die Zusammensetzung der individuellen Mikrobiota durch die Ergänzung um neue oder 

durch die Eliminierung unerwünschter Spezies entscheidend beeinflusst werden kann, wurden 

diverse Strategien entwickelt, die eine solche gezielte Kontrolle gestatten (MACKIE et al., 

1999). Es wird vermutet, dass eine Modifizierung der intestinalen Mikrobiota des Tiers durch 

Ergänzung der ursprünglichen bakteriellen Gemeinschaften um neue bakterielle Spezies, die 

auf die Gesundheit des Wirts fördernd wirken, sowohl durch die Verfütterung von Nahrungs-

substraten (z.B. Oligosacharide), die das Wachstum bestimmter autochtoner Spezies stimulie-

ren können, als auch durch direkte Gabe des exogenen spezifischen Stamms erfolgen kann 

(RAMBAUD et al., 1993). Im zweiten Fall handelt es sich um die so genannten „probioti-

schen“ Bakterien, deren Wirkungsmechanismen, ungeachtet der vielen beobachteten Effekte 

auf den Wirtsorganismus, bislang noch weitgehend ungeklärt sind. 

1.4.1 Definition 

Die Überlegung, dass bestimmte bakterielle Stämme positive Einflüsse auf die Gesundheit 

des Wirtes ausüben können, wurde vom späteren Nobelpreisträger Ilija Mechnikoff bereits zu 

Anfang des 20. Jahrhunderts propagiert. Der Terminus „Probiotikum“ wurde aber erst in den 

60er Jahren definiert und für Organismen oder Substanzen verwendet, die das Wachstum er-

wünschter, für den Makroorganismus förderlicher Spezies aktivieren und somit zur Etablie-

rung eines günstigen mikrobiellen Gleichgewichtes beitragen (LILLY & STILLWELL, 

1965). In der Folge entwickelten sich Definitionen von Probiotika auf Grundlage nachgewie-

sener klinischer und in vitro-Effekte. NOUSIANEN et al. (2004) etwa bezeichnen als tieri-

sche Probiotika „lebensfähige Mikroorganismen, die zu einer Verbesserung des gastrointesti-

nalen Mikroökosystem beitragen und so eine Verringerung intestinaler Infektionen, eine 

Erhöhung der Produktion und/oder eine Verbesserung der Futter-Hygiene bewirken“. Die 

Mehrzahl der probiotischen Stämme wurde ursprünglich aus der intestinalen Mikrobiota des 

Menschen und des Tieres isoliert. In der Tierernährung werden aber auch Stämme verwendet, 
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deren natürliches Habitat der Boden (Bacillus cereus), Früchte (Saccharomyces cerevisae) 

oder Milch (Pediococcus acidilactici) sind (SIMON, 2005). Für die Schweineernährung sind 

derzeit in der EU insgesamt 14 probiotische Keime zugelassen, darunter fünf Stämme von 

Enterococcus faecium, Bacillus cereus var. toyoi, Pediococcus acidilactici, Lactobacillus far-

ciminis, Sacharomyces cerevisae, Klyveromyces marxianus sowie Kombinationen von E. fae-

cium und Lactobacillus rhamnosus sowie Bacillus licheniformis und B. subtilis.1 

1.4.2 Wirkungsmechanismen 

Funktionale Effekte, die bei der Anwendung der Probiotika registriert und als mögliche Wir-

kungsmechanismen betrachtet wurden, umfassen die Inhibierung pathogener Mikroorganis-

men, die Veränderung des mikrobiellen Metabolismus (Enzymaktivität), die Verstärkung der 

gastrointestinalen mukosalen Barriere, antimutagene und antikanzerogene Aktivitäten, die 

Stimulierung des Immunsystems sowie die Senkung der Cholesterin-Konzentration im Blut 

(FULLER, 1989; SALMINEN et al., 1996; FRANZ & HOLZAPFEL, 2004). Hauptwir-

kungsmechanismus der Probiotika scheint allerdings die Modifizierung mikrobieller Popula-

tionen zu sein, wobei die Veränderung der Struktur und der Funktionen des intestinalen Epi-

theliums und der Einfluss auf das Immunsystem als sekundäre Effekte betrachtet werden 

können (SIMON, 2005).  

Die Proliferation probiotischer Bakterien im gastrointestinalen Trakt führt zu einem Un-

gleichgewicht der residenten Mikrobiota und infolgedessen zu einer Erhöhung der Kolonisa-

tionsresistenz. Diese „Schutzfunktion“ der probiotischen Bakterien gegen pathogene Spezies 

wird oft mit dem Begriff der „competitive exclusion“ beschrieben. Zu den Elementen der 

„competitive exclusion“ gehören nach HEYMAN & MENARD (2002), NOUSIAINEN et al. 

(2004) und SIMON (2005): 

(i) Konkurrenz um Adhäsionsrezeptoren an den Epithelzellen der Darmwand  

Probiotische Stämme können die Genexpression von Muzinen induzieren bzw. den Zugang 

von Pathogenen zu Adhäsionrezeptoren verhindern, oder mithilfe ihrer zahlreichen Adhäsi-

onsmoleküle (Polysacharide, Proteine, Lipide, Lipoteichoicsäure) diese Adhäsionsrezeptoren 

effektiver als pathogene Spezies für die eigene Adhäsion verwenden (MACK et al., 1999; 

SERVIN & COCCONIER, 2003). Auch einzelne Komponenten einiger probiotischer Stäm-

me, wie z.B. hochmolekulare Produkte (bestehend aus Glukose, N-Acetylglucosamine und 

Galaktose) von Lactobacillus fermentum oder Biosurfaktanten von Lactobacillus fermentum, 

Lactobacillus rhamnosus oder Streptococcus mitis, können die Adhäsion von Enteropathoge-

                                                 
1 Vgl.: Das geltende Futtermittelrecht, Grüne Broschüre, 19. Auflage, Stand Dezember 2007. 
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nen (Escherichia spp., Salmonella spp., Clostridium spp.) blockieren (BLOMBERG et al., 

1993; OUWEHAND & CONWAY, 1996; VAN HOOGMOED et al., 2000; HEINEMANN et 

al., 2000; COLLADO et al., 2007). 

(ii)  Konkurrenz um Nährstoffe 

Die Hypothese, dass zwischen Bakterien eine Nährstoffkonkurrenz möglich ist, ist bereits in 

den 80er Jahren aufgestellt worden. FRETER et al. (1983) beobachteten beispielsweise ein 

vermindertes Wachstum von E. coli, Fusobacterium spp. und Eubacterium spp. in der Cecum-

Mikrobiota der Maus. Dies wurde vor allem bei individueller Zugabe dieser Spezies regist-

riert, was die Autoren mit einer vermehrten Verwertung derselben Nährsubstrate durch die 

Cecum-Mikrobiota erklären, die auch für die getesteten Bakterien notwendig sind. Als Haupt-

faktor solcher limitierender Vermehrung der Pathogene bei Anwesenheit probiotischer Bakte-

rien nennt HENTGES (1992) die erhöhte Nutzung der leicht verwertbaren Kohlenhydrate 

durch probiotische Spezies bzw. den Mangel an Energiesubstraten auf Seiten der unerwünsch-

ten Spezies. 

(iii)  Produktion spezifischer antimikrobieller Substanzen, die entweder direkt inhibierend auf 

pathogene Spezies wirken (Bakteriozine) oder ungünstige Bedingungen für das Wachstum 

und die Kolonisation unerwünschter Spezies schaffen (Milchsäure, Essigsäure, Wasserstoff-

peroxide) (GENOVESE et al., 2000).  

Die antimikrobielle Effizienz von Bakteriozinen, die insbesondere durch probiotische Lakto-

bazillen (in geringerem Maße auch durch Bifidobakterien und Enterokokken) synthetisiert 

werden, wurde in vitro nachgewiesen. Die Wirksamkeit der Bakteriozine im gastrointestina-

len Trakt des Menschen und des Tieres ist aber wegen ihrer sehr engen und spezifischen Ak-

tivitäten (Verhinderung des Wachstums nahverwandter oder einzelner Spezies) noch Gegen-

stand der Diskussion (DU TOIT et al., 2000; DE VUYST et al., 2003; RODRIGES et al., 

2003; OUWEHAND & VESTERLUND, 2004; COLLADO et al., 2005). Eine höhere inhibie-

rende bzw. antimikrobielle Aktivität weisen Stoffwechselprodukte oder Metabolite probioti-

scher Bakterien auf. So besitzt die Milchsäure, die viele probiotische Bakterien bilden, eine 

bakterizide Wirkung gegen koliforme Bakterien, Salmonellen und Klostridien, die vor allem 

durch Senkung des pH-Werts erfolgt (NOUSIAINEN et al. 2004). Metabolite wie Essig- und 

Propionsäure wirken dagegen direkt auf pathogene Bakterien; sie können dabei nicht nur ge-

gen Bakterien sondern auch gegen Schimmelpilze und Hefe aktiv werden (BLOM & 

MØRTVEDT, 1991; SUOMALAINEN & MÄYRÄ-MÄKINEN, 1999; OUWEHAND, 

2004). Wasserstoffperoxid, das milchsäurebildende, probiotische Stämme ebenfalls zu synthe-

tisieren vermögen, kann ebenso eine bakterizide Aktivität aufweisen, die durch einen starken 
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oxidierenden Effekt auf die bakterielle Zelle zustande kommt: Es werden sowohl sulfhydryle 

Gruppen von Zellproteinen als auch Lipide der Membran oxidiert. Für Gram-positive Bakte-

rien wird dabei ein bakteriostatischer, für Gram-negative dagegen ein bakterizider Effekt beo-

bachtet (LINDGREN & DOBROGOSZ, 1990; FONTAINE et al., 1996; OUWEHAND & 

VESTERLUND, 2004). Auch Kohlendioxid, das probiotische Bakterien während der Fer-

mentation der Hexosen synthetisieren, kann in höheren Konzentrationen vor allem auf Gram-

negative Spezies inhibierend wirken (DEVLIEGHERE & DEBEVERE, 2000). 

1.4.3 Anwendungsgebiete 

Die Anwendung von Probiotika zielt nach FULLER (1992) vor allem auf die Verbesserung 

der gastrointestinalen Mikrobiota in folgenden Fällen: wenn der Wirt sich in der Gefahr einer 

Besiedlung durch pathogene oder unerwünschte Bakterien befindet, wenn der Transfer der 

Mikrobiota von Mutter zu Kind gestört ist, oder wenn wiederholte antibiotische Behandlun-

gen vorliegen. Von besonderem Interesse ist die Applikation von Probiotika in einem immu-

nodefiziten Zustand, insbesondere in der neonatalen Periode (MACKIE et al., 1999). Das mu-

kosale Immunsystem des Darms ist in der frühen postnatalen Phase bei Mensch und Tier 

unreif und „unerfahren“, soll aber für die Erkennung sowohl harmloser als auch gefährlicher 

Antigenen sorgen. Inadäquate Immunantworten auf diätische Komponenten und indigene 

Bakterien sowie unangemessene Reaktionen auf potenziell pathogene Spezies können die 

Invasion von Pathogenen und – in der Folge – eine signifikante Morbidität in der frühen neo-

natalen und späteren postnatalen Phase hervorrufen (RAUTAVA, 2007). Besonders ausge-

prägt ist dieses Phänomen bei Ferkeln der konventionellen Ferkelzucht. Das Fehlen der Über-

tragung von Antikörpern durch die Plazenta sowie der rasche, ab der 2. Lebenswoche 

erfolgende Übergang zu Festfutter und das anschließende Absetzen führen zu einer hohen 

Durchfallinzidenz (bis zu 52%), die durch Invasion sowohl von Bakterien (z.B. E. coli, 

Clostridia spp) als auch von Viren (z.B. Rotavirus) verursacht werden können (JONSSON & 

CONWAY, 1992; KATOULI & WALLGREEN, 2005). Eine hohe Sterblichkeit ist dabei 

insbesondere in der Zeit vor dem Absetzen und wenige Tage danach zu beobachten. JONS-

SON & CONWAY (1992) zufolge sterben ca. 20% der Ferkel während ihrer ersten sechs Le-

benswochen, was i.d.R. substantielle wirtschaftliche Verluste verursacht. Um den ökonomi-

schen Schaden zu begrenzen, wird versucht, die neonatale Mikrobiota der Ferkel unter 

anderem durch die Anwendung verschiedener Probiotika zu modifizieren (FULLER et al., 

1989). 
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1.4.4 Enterococcus faecium NCIMB 10415 als Probiotikum 

Enterokokken gehören zu den Milchsäurebakterien, deren natürliches Habitat der Magen-

Darm-Trakt der Säugetiere ist (FRANZ & HOLZAPFEL, 2004). Aus dem Darm der Schwei-

ne werden dabei am häufigsten E. faecalis, E. faecium, E. hirae und E. cecorum isoliert, aus 

dem Kot vorwiegend E. faecium (DEVRIESE et al., 1994; LECLERC et al., 1996). Aufgrund 

ihrer engen Beziehungen mit dem Magen-Darm-Trakt und ihrer funktionellen und technologi-

schen Eigenschaften werden manche Enterokokken-Stämme als Probiotika verwendet 

(FRANZ et al., 1999). Enterococcus faecium NCIMB 10415, in der Vergangenheit auch als 

Enterococcus faecium SF68 bezeichnet, wurde zum ersten Mal aus dem humanen Magen-

Darm-Trakt der Säuglinge isoliert und zeigte dabei eine inhibierende Aktivität gegen entero-

pathogene E. coli, Salmonellen, Shigellen und Clostridien (LEWENSTEIN et al., 1979). 

Taxonomisch gehört die Gattung Enterococcus zusammen mit Melissococcus, Tetragenococ-

cus und Vagococcus zur Familie der Enterococcaceae (FRANZ et al., 2003). Alle Enterokok-

ken sind fakultativ aerobe Chemo-Organotrophen mit homofermentativem Metabolismus; bei 

der Hexosen-Fermentation wird als Hauptprodukt vor allem L(+)-Laktat gebildet (FRANZ & 

HOLZAPFEL, 2004). Es handelt sich um Gram-positive, Catalase-negative Kokken, die teil-

weise kurze Ketten bilden können (WIESNER et al., 2000). Ihr Wachstum ist auch in 

40%iger Galle möglich (FRANZ & HOLZAPFEL, 2004). Viele Enterokokken sind zur Syn-

these von Bakteriozinen (Enterozine) fähig, die bakterizid oder bakteriostatisch auf viele Bak-

terien (unter anderem pathogene Listeria spp., Clostridium spp., Bacillus spp., Staphylococcus 

spp.) wirken (FOULQUIE MORENO et al., 2003). Auch für E. faecium NCIMB 10415 wur-

de eine Synthese eines enterozin-ähnlichen Peptides mit einer Molekularmasse von 4488 Dal-

ton registriert (FOULQUIE MORENO et al., 2003). 

Hinsichtlich des Einflusses des probiotischen E. faecium NCIMB 10415 auf die mikrobielle 

Besiedlung des Magen-Darm-Traktes des Tiers konnten VAHJEN et al. (2002) zeigen, dass 

im Dünndarm der mit dem Probiotikum gefütterten Puten die Laktat-Konzentration und die 

Population von Laktobazillen erhöht waren. Es wurde vermutet, dass dies eine „gesundheits-

fördernde“ Wirkung von E. faecium NCIMB 10415 ist. In den Arbeiten von SCHIERACK et 

al. (2003) und MACHA (2007) konnte nachgewiesen werden, dass das probiotische E. faeci-

um NCIMB 10415 zur Verringerung der Nachweishäufigkeit von E. coli Serovar O141 und E. 

coli mit Pathogenitätsgenen (z.B. est2/stx2e und est2/est1b) bei den Ferkeln führte. POLL-

MANN et al. (2005) stellten bei mit E. faecium NCIMB 10415 supplementierten Muttersauen 

eine um 50% reduzierte Übertragung von Chlamydia suis auf die Ferkel fest. MACHA (2007) 

zeigte, dass die bakterielle Besiedlung im Kot von Probiotikum-Ferkeln diverser und unter-
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einander ähnlicher war, als die bei den Kontrollferkeln. Dabei konnte eine Übertragung von 

E. faecium NCIMB 10415 von der Muttersau auf ihre Ferkel registriert werden. In der Studie 

von SCHIERACK et al. (2007) wurde allerdings kein Einfluss des probiotischen E. faecium 

NCIMB 10415 auf die mukosa-assoziierte Enterobacteriaceae-Population festgestellt. 

Auch einige Auswirkungen von E. faecium NCIMB 10415 auf das Immunsystem konnten 

dokumentiert werden: Ein signifikant niedrigerer Anteil von zytotoxischen T-Zellen (CD8+) 

im jejunalen Epithelium probiotika-behandelter Ferkel wurde in der Studie von SCHAREK et 

al. (2005) registriert. BENYACOUB et al. (2003) fanden, dass die Supplementierung von 

Hunde-Welpen mit E. faecium NCIMB 10415 zur erhöhten Zirkulierung der IgG und IgA 

sowie einer größeren Population von CD21+Zellen führte. 

Die Anwendung von Enterokokken als Probiotika bleibt immer noch umstritten. Es ist be-

kannt geworden, dass manche Enterokokken zahlreiche Gene besitzen, die für die Entwick-

lung von Resistenzen gegen klinisch relevante Antibiotika verantwortlich sind. Multiresisten-

te Enterococcus faecium und Enterococcus faecalis können bei nosokomialen Infektionen 

eine Rolle spielen (FRANZ et al., 1999; PETERS, 2003). Da die Enterokokken verschiedene 

Mechanismen des Gentransfers (pheromon-responsive Plasmide, konjugative und nicht kon-

jugative Plasmide, Trasposons) besitzen, besteht eine direkte Möglichkeit der Verbreitung 

von Antibiotika-Resistenz-Genen sowie anderen Virulenz-Faktoren innerhalb der Enterokok-

ken-Population und auf probiotische Enterokokken-Stämme (MURRAY, 1990; CLEWELL, 

1990; LANDMAN & QUALE, 1997; LECLERCQ, 1997). Der Gentransfer ist laut FRANZ 

& HOLZAPFEL (2004) besonders bei E. faecalis, der pheromon-responsive Plasmide besitzt, 

ausgeprägt, obwohl aufgrund der Anwesenheit des sex-pheromonen Plasmids bei E. faecium 

auch bei dieser Spezies eine solche Möglichkeit nicht ausgeschlossen werden kann. In einem 

conjugation assay wurde allerdings gezeigt, dass auch für die Vancomycin-Resistenz verant-

wortliche vanA-Gene von E. faecium-Donorstämmen auf Enterococcus faecium NCIMB 

10415 übertragbar waren (LUND & EDLUND, 2001). 
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2. MATERIALIEN UND METHODEN 

2.1 Fütterungsversuch 

Der Fütterungsversuch mit dem Probiotikum Enterococcus faecium (NCIMB 10415) wurde 

im Rahmen des DFG–Forschungsprojekts 438 mit dem Titel „Integrative Analyse der Wir-

kungsmechanismen von Probiotika beim Schwein“ im Jahr 2005 durchgeführt. Für den Ver-

such wurden Tiere aus dem Institut für Tierernährung der Freien Universität Berlin eingesetzt. 

Die Unterbringung der Tiere erfolgte in den Versuchställen des Instituts, und die Umstände 

der Tierhaltung und der Tierversuche erfüllten die Vorgaben des Landesamtes für Arbeits-

schutz, Gesundheit und technische Sicherheit Berlin (LAGetSi). 

2.1.1 Tiere und Tierhaltung 

Für den Versuchsvorgang wurden Sauen der Rasse Deutsche Landrasse x Duroc und ihre 

Nachkommen in zwei Fütterungsgruppen – Kontroll- und Probiotikumgruppe – eingeteilt. 

Dabei bestand jede Gruppe aus fünf tragenden Sauen und ihren Würfen, die als Ausschluss-

kriterium mindestens neun lebend geborene Ferkel umfassen mussten. Die Ferkel wurden in 

den Abferkelbuchten mit Betonboden und Stroheinstreu geboren und dort bis zum 28. Le-

benstag aufgezogen. Dabei standen laktierende Sauen in den Kastenständen innerhalb der 

Buchten, und die Ferkel konnten sich frei bewegen. Männliche Ferkel wurden im Alter von 

knapp zwei Wochen kastriert. Abgesetzte Ferkel wurden in Flatdecks-Aufzuchtsbuchten mit 

2-3 Tieren aufgezogen. In jeder Aufzuchtbox stand auch Beschäftigungsmaterial (Bälle) für 

die Ferkel zur Verfügung. Das Beleuchtungsprogramm umfasste eine 16-stündige Licht- 

(mind. 80 Lux) und eine 8-stündige Dunkelperiode. Die Stalltemperatur lag bei 21,5ºC für die 

Saugferkel (Liegeplätze wurden zusätzlich mit einer Infrarotlampe (ca. 30 ºC) erwärmt) und 

bei 26ºC für abgesetzte Ferkel (mit zunehmendem Alter wurde die eingestellte Temperatur 

wieder reduziert). Alle Tiere hatten während der gesamten Zeit freien Zugang zu Wasser. 

2.1.2 Fütterung 

Grundsätzlich waren die Fütterungsregime in beiden Gruppen identisch. So hatten Saugferkel 

(1.-28. Lebenstag) Zugang zu Sauenmilch. Ab dem 14.Tag wurde ihre Ration mit einem 

Prästarter-Futter ergänzt und nach dem Absetzen (28.-56. Lebenstag) auf Starterfutter für 

Aufzuchtferkel umgestellt. Das Futter für die tragenden und laktierenden Sauen basierte auf 

Gerste und Weizen, während im Futter der gesäugten und abgesetzten Ferkel Weizen und 

Sojaextraktionsschrot die Hauptkomponenten bildeten. Die Diät der Sauen in beiden Gruppen 

sowie das Futter der Kontrollferkel enthielt kein Probiotikum. Die Zusammensetzung des 

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

Rohstoffe, % Tragende Sauen 
(91-0d a.p.) 

Laktierende Sauen 
(0-28d p.p.) 

Saugferkel 
(15-28 d.) 

Aufzuchtferkel 
(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 - - 
Sojaöl - - 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 
Prämix* 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 Prämixes vgl. Tab. A1 im Anhang 

Bei dem in dieser Arbeit verwendeten Probiotikum handelt es sich um Cylactin®LBC ME10 

(Cernivet) von CERBIOS FARMA SA (Barbengo, Schweiz). Das Produkt Cylactin® enthält 

ein Konzentrat aus getrockneten, lebensfähigen Enterococcus faecium-Bakterien vom Stamm 

NCIMB 10415 in mikroverkapselter Form. Laut Hersteller kann Cylactin® aufgrund speziel-

ler Schutzhüllen der Mikrokapseln Pelletierbedingungen ertragen und nach dem Pelletieren 

stabil und damit biologisch aktiv bleiben. Die im Institut für Tierernährung, FU Berlin, 

durchgeführten Versuche zeigten allerdings, dass die Wiederauffindung lebendiger probioti-

scher Zellen von der Pelletierungstemperatur abhängig ist: So waren bei 50ºC 100%, bei 70 

und 80ºC dagegen nur noch 50 bzw. 35% der probiotischen Zellen lebendig (SIMON, 2005). 

Die Keimkonzentration pro Gramm probiotischen Konzentrats beträgt laut Hersteller mindes-

tens 1x1010 lebensfähige Zellen. 

Die Supplementierung der Ferkel der Probiotikumgruppe mit dem Probiotikum begann am 

ersten Tag und dauerte bis zum 56. Lebenstag. In der Saugperiode wurden Ferkel mit dem 

Probiotikum ab dem 1. bis zum 14. Tag in Form eines Inokulums und ab dem 14. bis zum 28. 

Tag durch Inokulum und Beimischung zum Prästarter-Futter versorgt. Aufgrund der niedrigen 

Futteraufnahme wurde die Inokulierung der Ferkel mit Probiotikum auch nach dem Absetzen 
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fortgesetzt. Ab dem 35. Lebenstag erfolgte die Gabe des Probiotikums ausschließlich als 

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

Tab. 6: Fütterungsvarianten hinsichtlich des Probiotikagehalts 

 Kontrollgruppe Probiotikumgruppe Form der Probiotikumgabe 

Sau Nein Nein - 

Saugferkel            1.-14.d  Nein Ja Inokulierung per os 

Saugferkel          14.-28.d Nein Ja Inokulierung per os + Beimischung 
zum Prästarter-Futter 

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

Aufzuchtsferkel  35.-56.d Nein Ja Beimischung zu dem Starter-Futter 

Als Inokulum diente eine Lösung aus 100 mg Cylactin® (Chargen-Nr. ED 0231) in 1,0 ml 

Reinstwasser. Die Inokulierung der Tiere erfolgte mit einer Spritze per os. Beigemischt zum 

Prästarter- und Starter-Futter wurde Cylactin® im Umfang von 100 mg/kg Futter. Die Kon-

zentration des Enterococcus faecium (NCIMB 10415) im Cylactin®-haltigen Inokulum und 

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

Tab. 7: Cylactin®-Dosierung und entsprechende Konzentrationen des Enterococcus faecium NCIMB 
10415 

 Inokulum, 
mg/ml 

Inokulum, 
KBE/ml 

Beimischung, 
mg/kg Futter 

Beimischung, 
KBE/g Futter 

Saugferkel 1.-14.d  100,0 - - 

Saugferkel 14.-28.d 100,0 100,0 1,6x107(±0,3x107) 

Aufzuchtsferkel 28.-35.d 100,0 

   4,8x109(±0,46x109) 

100,0 

Aufzuchtsferkel 35.-56.d   100,0 
4,1x106(±3,9x106) 

Die Konzentration des probiotischen Enterococcus faecium NCIMB 10415 im gastrointes-

tinalen Trakt der Ferkel wurde in der Folge mittels Real-Time PCR durch Nachweis einer 

spezifischen Plasmidsequenz bestimmt (vgl. Punkt 3.2). 

2.1.3 Probenentnahme 

Um die Entwicklung der untersuchten Parameter zu verschiedenen Zeitpunkten der Zuchtpha-

se charakterisieren zu können, fanden Probenentnahmen am 7., 14., 28., 31., 35. und 56. Le-

benstag statt. Aus jedem Wurf wurde jeweils ein Ferkel aus der entsprechenden Altersgruppe 

ausgewählt. 

Die Tiere wurden nach einer tiefen Narkose euthanasiert. Die Sedierung wurde intramuskulär 

mit Ketamin (10% Ursotamin, SERUMWERG BERNBURG, Bernburg,) in einer Dosierung 

von 0,2 ml/kg und Azaperon (Stresnil®, Janssen-Cilag, Neuss) in einer Dosierung von 
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0,1ml/kg vorgenommen. Die Narkose erfolgte durch eine intraperitoneale Injektion von Pen-

tobarbital (Eutha 77, ESSEX, München) in einer Dosierung von 0,9±0,2 ml/kg (altersabhän-

gig). Das Tier wurde dann durch die intrakardiale Injektion einer Überdosis Pentobarbital 

(1,0±0,4 ml/kg, altersabhängig) getötet. 

Die Öffnung der Bauchhöhle wurde entlang der Linea alba und durch zwei Entlastungsschnit-

te entlang des Rippenbogens durchgeführt. Nach dem Öffnen wurden einzelne Abschnitte des 

gastrointestinalen Trakts mittels chirurgischer Arterienklemmen abgeklemmt und präpariert. 

Die Inhalte von Magen, distalem Jejunum (ca. 100 cm proximal der Plica ileocecalis) und 

Colon ascendens (ca. 100 cm distal des Ostium caecocolicums) wurden in sterile 50 ml-

Gefäße überführt und in einzelne 2,0 ml-Eppendorf-Gefäße aliquotiert. Die Lagerung der 

Proben erfolgte bei -80ºC. 

2.2 Bestimmung und Optimierung der analytischen Auflösung der Real-Time PCR-

Assays 

Um eine möglichst präzise Messung von Umfang und Dynamik des potentiellen probioti-

schen Einflusses zu erreichen, wurden zahlreiche Schritte unternommen, um die analytische 

Auflösung der Real-Time PCR und damit die Detektierung der vorhandenen Milchsäurebak-

terien auf gruppen- und speziesspezifischer Ebene zu verbessern. Spezifität1 und Sensitivität2 

der einzelnen PCR-Assays dienten dabei als Grundkriterien, anhand derer die analytische 

Auflösung der Real-Time PCR bewertet und optimiert wurde. 

Spezifität und Sensitivität der verwendeten Primer und PCR-Bedingungen wurden in der Re-

aktion mit den DNA-Extrakten der einzelnen Referenzstämme und einem Quantifizierungs-

standard bestimmt. Zur Ermittlung der optimalen Reaktionsbedingungen wurden die Parame-

ter Annealingtemperatur und Annealingzeit variiert. Im Einzelnen wurden folgende 

Arbeitsschritte durchgeführt, die zur Optimierung der Real-Time PCR gehören: 

• Herstellung des Quantifizierungsstandards für die Real-Time PCR; 

• Durchführung der Real-Time PCR nach dem Standardprotokoll und Bewertung ihrer 

analytischen Auflösung; 

• Validierung der Real-Time PCR-Assays anhand von Spezifität und Sensitivität 

                                                 
1 Die analytische Spezifität ist ein Maß dafür, inwieweit ein verwendetes Verfahren nur die zu untersuchenden 

Substanzen erfasst (Becker, 1987). 
2 Die analytische Sensitivität ist ein Maß für die kleinste nachweisbare Konzentration der zu untersuchenden 

Substanz (Becker, 1987). 
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2.2.1 Herstellung des Quantifizierungsstandards 

Die Real-Time PCR-Quantifizierung von Bakterien in klinischen oder Umwelt-Proben basiert 

auf dem Nachweis spezifischer 16S rDNA-Fragmente oder ihrer funktionalen Gene und wird 

über einen Vergleich mit einem externen Standard durchgeführt, der die spezifischen DNA-

Sequenzen in einer definierten Menge enthält. Als Quellen der spezifischen DNA-Sequenzen 

dienen DNA-Extrakte der Referenz-Kulturen oder Plasmide und – bei synthesierten DNA-

Oligomeren – ihre PCR-Produkte. Die Menge der spezifischen DNA-Sequenzen (bzw. Bakte-

rien-Zellzahl) in diesen DNA-Extrakten wird entweder durch koloniebildende Einheiten und 

reine Zellzahl der Bakterien im Ausgangsmaterial oder durch die DNA-Konzentration des 

Extrakts definiert (ZHANG & FANG, 2006). Dafür werden entsprechende kulturelle, mikro-

skopische oder spektrophotometrische Messungen durchgeführt. Dekadische Verdünnungen 

solcherart standardisierten DNA-Extrakts werden als Quantifizierungsstandards in der Real-

Time PCR eingesetzt. 

Um die inhibitorischen Effekte der Proben-Matrix bei der Real-Time PCR-Quantifizierung 

adäquat zu berücksichtigen und damit eine Identität der Amplifikationsbedingungen bei den 

Standard- und Versuchsproben zu erreichen, wurden in dieser Studie als Quantifizierungs-

standards DNA-Extrakte aus künstlich inokulierten Faeces-Proben benutzt. Die Standardisie-

rung dieser DNA-Extrakte erfolgte durch die mikroskopische und kulturelle Bestimmung der 

Anzahl inokulierter Bakterien (Zellzahl/g oder KbE/g Probe). 

Die Herstellung des Quantifizierungsstandards umfasste folgende Arbeitsschritte: 

• Kultivierung der Referenzstämme;  

• Beimpfung der Faeces-Proben; 

• Überprüfung der Quantifizierungsstandards auf koloniebildende Einheiten; 

• Gewinnung bakterieller DNA aus Standard-Proben 

Materialien und Lösungen, die bei der Herstellung der Quantifizierungsstandards eingesetzt 

wurden, sind in der Tabelle A2 im Anhang aufgelistet. 

2.2.1.1 Kultivierung der Referenzstämme 

Die Referenzstämme umfassten 59 bakterielle Spezies, die laut Literatur (LESER et al., 2002) 

beim Schwein nachgewiesen werden können. Dabei wurden 31 Lactobacillus-, fünf Bifido-

bacterium-, zehn Streptococcus-, sechs Enterococcus-, zwei Weisella-Spezies, vier E. coli-

Stämme sowie Acetomicrobuim faecale kultiviert und für die Beimpfung der Kotproben be-

nutzt. Informationen zur Herkunft der Referenzstämme und zu den Wachstumsbedingungen 

können den Tabellen A3 und A4 im Anhang entnommen werden. Die Zellmasse der Refe-
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renzstämme entstand aus den entsprechenden Lyophilisaten oder Kryokulturen, die in geeig-

neten Flüssigmedien (s. unten) unter speziesspezifischen Wachstumsbedingungen kultiviert 

wurden. Die Anreicherung der Zellmasse verlief nach folgendem Schema: 

• 24-stündiges Vorinkubieren des Lyophilisats (eine Impföse) von jedem Stamm in 1 ml 

spezies-spezifischem Nährmedium (1,5 ml Eppendorfgefäß); 

• Zentrifugieren der Zellmasse (10 min, 13000 UpM); 

• Auffüllen der 15 ml Röhrchen mit 10 ml frischem Medium; 

• Suspendieren des Zentrifugats in 1 ml frischem Medium und Überführung in 15 ml 

Röhrchen; 

• Erneute 24- bis 48-stündige Inkubierung; 

• Abzentrifugieren der Zellmasse (10 min, 3000 g); 

• Suspendieren des Zentrifugats in 500-1000 µl 1% Peptonwasser; 

• Zellzählung mit der Thoma-Zellkammer 

Da die Konzentration bei jedem Stamm mindestens 1010 Zellen/ml betragen sollte, wurden 

einige Stämme mit niedrigeren Konzentrationen weiter kultiviert und solche mit höheren ent-

sprechend verdünnt. Die Lagerung der Zellmasse erfolgte bei -30ºC. 

2.2.1.2 Beimpfung der Faeces-Proben 

Für die Beimpfung wurden autoklavierte (121ºC, 20 min) Rektalproben von Sauen verwendet. 

Als Inokulum dienten Referenzstämme in der Konzentration 2x1010 Zellen/ml. Die Inokulie-

rung erfolgte nach folgendem Schema: 

• Einstellung aller Referenz-Stämme auf die Konzentration 2x1010 Zellen/ml mit 1% 

Peptonwasser; 

• Vereinigung aller Stämme zu einer Lösung (1 ml von jedem Stamm = 59 ml Bakteri-

en-Inokulum); 

• Anlegen der dekadischen Verdünnungen des Bakterien-Inokulums mit den Endkon-

zentrationen 1010/ 109/ 108/ 107/ 106/ 105/ 104/ 103/ 102 Zellen/ml; 

• Hinzugeben der dekadischen Verdünnungen des Bakterien-Inokulums zu den Kotpro-

ben (500 µl Bakterien-Inokulum + 5 g autoklaviereten Sauenkot); 

• Homogenisieren der inokulierten Proben 

Nach dem Homogenisieren wurden inokulierte Proben auf verschiedene Weise für die weitere 

Analyse vorbereitet. Ein Teil des inokulierten Materials wurde bei -30ºC eingefroren und am 

nächsten Tag für die Gewinnung bakterieller DNA benutzt. Ein anderer Teil wurde sofort 

nach der Erstellung für den Test auf koloniebildende Einheiten verwendet. Die verbleibende 

Probenmenge wurden bei -80ºC eingefroren. 
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2.2.1.3 Überprüfung des Quantifizierungsstandards auf koloniebildende Einheiten 

Um Differenzen zwischen den Nachweisgrenzen konventioneller und molekularbiologischer 

Methoden (Real-Time PCR) zu bestimmen, wurden Milchsäurebakterien in den inokulierten 

Proben auf klassischem kulturellem Wege durch die Ermittlung der koloniebildenden Einhei-

ten (KbE) quantifiziert. Für die inokulierten Standard-Proben wurden selektive Medien für 

Laktobazillen (LAS-Agar), Enterobakterien (E. coli) (DEV-Endo-Agar) und Enterokokken 

(S&B-Agar) verwendet1. Die Gesamtzahl der inokulierten Bakterien wurde auf einem BHI-

Agar mit 1% Blut bestimmt. Im Einzelnen wurde die Bestimmung der koloniebildenden Ein-

heiten der inokulierten Bakterien nach folgendem Protokoll durchgeführt: 

• Aufnahme von 500 mg jeder inokulierten Standard-Probe (insgesamt 8 Proben) in 5 

ml Ringerlösung; 

• Mischen der Probe-Lösung durch Schwenken; 

• Ausplattieren von 100 µl jeder Probe (3 Parallelen) auf selektiven Medien (DEV-

Endo, LAS, BHI+1%Blut, SB); 

• Inkubation der Agarplatten unter entsprechenden Bedingungen bei 37ºC; 

• Zählung der Kolonien und statistische Auswertung 

2.2.1.4 Gewinnung bakterieller DNA aus den Standard-Proben 

Die Gewinnung bakterieller DNA aus dem biologischen Material basiert auf der Lyse der 

Bakterien und der Isolierung und Reinigung der DNA. Die Präparation der bakteriellen DNA 

aus den inokulierten Standard-Proben wurde nach dem Protokoll von KRAATZ et al. (2006) 

durchgeführt. Das Protokoll beinhaltet die Lyse der bakteriellen Zellwand durch ihre che-

misch-mechanische Zerstörung mittels Glasperlen und Guanidinium-Thiocyonat-Lösung, die 

Isolierung der gesamten bakteriellen Nukleinsäuren aus dem Zelllysat durch Phe-

nol/Chlorophorm-Extraktion und die Reinigung der DNA auf Silizium-Säulen des Nucleo-

Spin® Tissue Kit.  

Vor der Durchführung der DNA-Präparation wurden zunächst alle benötigten Lösungen 

(GITC, Chloroform/Isoamylalkohol) angesetzt2, 50 ml Oak-Ridge®-Zentrifugenröhrchen (3 

Stück pro Probe) mit DMPC-Wasser behandelt und autoklaviert sowie Scintillationsröhrchen 

für die Retsch-Mühle mit 3 g sterilen Glasperlen gefüllt. Das Probenmaterial wurde im Was-

ser-Eisbad aufgetaut und 1 g davon in das Scintillationsröhrchen für die Retsch-Mühle (mit 

Glasperlen) gegeben. Vorbereitete Proben wurden auf Eis gelagert. Die weitere Durchführung 

der DNA-Präparation erfolgte nach folgendem Schema: 
                                                 
1 Rezeptur sowie Inkubation-Bedingungen für die selektiven Medien sind in Tabelle A5 im Anhang zu finden. 
2 Vgl. Tabelle A6 im Anhang. 
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a) Lyse der bakteriellen Zellwand 

• Auflösung des Probenmaterials in GITC-Lösung (10 ml, 60ºC warm); 

• Inkubation der Probenlösung im Wasserbad (5 min, 60 °C) mit regelmäßigem kurzem 

Schütteln (alle 60 sec); 

• Mahlen der Probenlösung in der Retsch-Mühle (2 min, max. Schüttelfrequenz); 

• Übertragung der Probelösung auf Eis für das Sedimentieren der Feststoffe; 

• Überführung des Überstands (etwa 7 – 7,5 ml bei 1g Probe) in Oak Ridge-Röhrchen; 

• Erneutes Versetzen des Sediments mit GITC-Lösung (7 ml, 60 °C warm); 

• Erneutes Mahlen der Probelösung in der Retsch-Mühle (2 min, max. Schüttelfrequenz); 

• Überführung des gesamten Inhalt des Scintillationsröhrchen in Oak Ridge-Röhrchen; 

b) Nukleinsäure-Extraktion 

Heraustrennung der Nukleinsäure aus dem proteinhaltigen Zelllysat 

• Zugeben zur Probelösung Phenol/Chloroform (20 ml, pH 8.0) (mehrfach schwenken, auf 

Eis lagern); 

• Zentrifugieren der Probelösung mit ausgeschalteter Bremse (5 min, 15000 UpM, 4°C); 

• Abnehmen der wässrigen Phase (ohne Protein-Interphase, 13 ml) mit sterilen Spritzen 

und Kanülen in das neue Zentrifugenröhrchen; 

Entfernung der Phenol/Chloroform-Reste aus dem Nukleinsäure-Extrakt 

• Mischen der wässrigen Phase mit 1 Volumen (13 ml) Chloroform/Isoamylalkohol (5 sec. 

vortexen, auf Eis lagern); 

• Zentrifugieren der Probelösung mit ausgeschalteter Bremse (5 min, 15000 UpM, 4°C); 

• Abnehmen der wässrigen Phase (ohne Protein-Interphase, 7 ml) mit den sterilen Spritzen 

und Kanülen in das neue Zentrifugenröhrchen; 

Aufkonzentrieren und Fällung der DNA 

• Mischen der wässrigen Phase mit 6 ml eiskaltem Isopropanol;  

• Inkubieren der Probenlösung über Nacht bei - 30 °C; 

• Zentrifugieren der Probenlösung (30 min, 18000 UpM, 4 °C); 

• Sorgfältige Entfernung des Überstands (Pellet beobachten, falls sichtbar); 

• Prezipitation der DNA durch Zugeben von 40 ml eiskaltem Ethanol (70 %) und Zentri-

fugieren (30 min bei 18000 UpM, 4 °C); 

• Sorgfaltige Entfernung des Überstands (Pellet beobachten, falls sichtbar); 

• Abtropfen der Ethanol-Reste; 

• Übertragung des Pellets in 2 ml Eppendorf-Gefäß 

Die weitere Reinigung der bakteriellen DNA wurde unter Verwendung des MACHERY-

NAGEL Nucleo-Spin® Tissue Kit (Düren, Deutschland) und nach Angaben des Herstellers 
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durchgeführt (als Proben wurden oben beschriebene Extrakte aus den inokulierten Rektalpro-

ben von Sauen verwendet). Gereinigte DNA-Extrakte wurden bei -20ºC gelagert. Die DNA-

Konzentrationen der Standard DNA-Extrakte wurden fluorometrisch mit Hilfe des VersaFlu-

orTMFluorometer System und Fluorescent DNA Quantifikation Kit bestimmt. 

2.2.2 Durchführung der Real-Time PCR 

Die analytische Auflösung (Spezifität und Sensitivität) der Real-Time PCR für die Quantifi-

zierung der Milchsäurebakterien wurde an den DNA-Extrakten aus Referenzkulturen und 

inokulierten Standard-Proben getestet. Für die Detektion der spezifischen bakteriellen DNA 

wurden sowohl bereits veröffentliche gruppen- und speziesspezifische als auch selbst entwi-

ckelte Primer verwendet (s. unten). Angewendete Materialien und Lösungen für die Durch-

führung der Real-Time PCR sind in Tabelle A7 im Anhang aufgelistet. 

Bei dem in dieser Arbeit verwendeten Real-Time PCR-Gerät handelt es sich um das 

Mx3000P QPCR System von STRATAGENE (Amsterdam, Niederlande).  

2.2.2.1 Verwendete Primer  

Ursprünglich wurden gruppen- und speziesspezifische Oligonukleotide für den Nachweis der 

Milchsäurebakterien aus bereits erschienenen wissenschaftlichen Beiträgen übernommen. Bei 

der Auswahl der Zielgene für Real-Time PCRs für den Nachweis der gewünschten Bakterien 

wurden sowohl 16S rDNA, die eine kleine Untereinheit der bakteriellen Ribosomen kodiert, 

als auch Gene, die für bestimmte spezifische metabolische oder physiologische Funktionen 

verantwortlich sind, einbezogen. 

Für die Spezies L. amylovorus, L. mucosae und L. reuteri wurden spezifische Primer selbst 

konstruiert. Bei der Auswahl des Zielgens wurde nur die 16S rDNA einbezogen, da im online 

verfügbaren RIBOSOMAL DATABASE PROJECT II (http://rdp.cme.msu.edu) ausreichende 

Sequenzinformationen für diese Stämme verfügbar waren. Für jede Zielsequenz wurden, so-

weit möglich, mehrere miteinander kompatible Primer für den kodierenden und nicht kodie-

renden DNA-Strang gewählt. 

Da bei jeder PCR die Reaktionsparameter an die lokalen Laborbedingungen angepasst werden 

müssen, um ein optimales Gelingen zu gewährleisten, wurde die Spezifität der ausgesuchten 

Primer und ihrer Kombinationen zuerst nach einem Standard-Protokoll und mit den eigenen 

Referenzstämmen getestet. Oligonukleotid-Sequenzen, die nach der Validierung spezifisch 

und sensitiv gewünschte Ziel-DNA detektierten, sind in Tabelle 8 dargestellt. 
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2.2.2.2 Reaktionsbedingungen 

Da in den durchgeführten Real-Time PCRs die produktabhängige Fluoreszenz entweder mit-

tels des Fluoreszenzfarbstoffs SYBRGreen oder mittels fluorophormarkierter Oligonukleoti-

de (TaqMan-Sonde) generiert wurde, wurden entsprechende kommerzielle Master-Mixe1 – 

Brilliant® SYBR® Green QPCR Master Mix von STRATAGENE oder HotStarTaq Master 

Mix von QIAGEN – benutzt. Die Komponenten und ihre Konzentrationen sind in den kom-

merziellen Master-Mixen vom Hersteller optimal balanciert, so dass die Amplifikation un-

spezifischer Produkte sowie die Bildung von Primer-Dimern verhindert werden. Die Kompo-

nenten der verwendeten kommerziellen Master-Mixe und ihre Konzentrationen sind in 

Tabelle 9 wiedergegeben: 

Tab. 9: Zusammensetzung verwendeter kommerzieller Master-Mixe 

Komponente Brilliant® SYBR® Green QPCR Mas-
ter Mix 

HotStarTaq Master Mix 

DNA-Polymerase SureStart® Taq  HotStar® Taq  

Magnesium Chloride 2,5 mM 3,0 mM 

dNTPs Keine Angaben über Konzentration 400 µM von jedem dNTP 

Fluoreszenzfarbstoffe SYBR Green I - 

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

Anwendung unter Lichtschutz bei -20ºC gelagert. 

Die in 2.2.2.1 aufgeführten Primer wurden mit Reinstwasser auf eine Konzentration von 10 

pmol/µl und die lichtempfindlichen TaqMan-Hybridisierungssonden unter Lichtschutz auf 2 

pmol/µl eingestellt und aliquotiert. Die Lagerung der aliquotierten Primer und Hybridisie-

rungssonde erfolgte bei -20ºC. 

Um störende Fluktuationen2 der Fluoreszenz während der Reaktion auszugleichen, wurde zu 

jedem PCR-Ansatz auch ein passiver Referenzfarbstoff ROX (6-carboxy-X-Rhodamine) in 

der Konzentration von 30 nM (1:500 der Originallösung) zugegeben. Frisch angesetzte Lö-

sungen des Referenzfarbstoffs ROX wurden unter Lichtschutz bei +4ºC aufbewahrt und in-

nerhalb von einem Tage aufgebraucht. Während der Reaktion gemessene Fluoreszenzsignale 

                                                 
1 Der Master-Mix ist eine fertige Mischung aus Taq DNA Polymerase, dNTPs (2’-Desoxynukleosid-5’-

Triphosphat-Gemisch), MgCl2 und Reaktionspuffer. 

2 Störende Fluktuationen der Fluoreszenz können aufgrund unterschiedlicher Volumina (Pipettierfehler) in den 
einzelnen Reaktionsgefäßen sowie Differenzen in der Transparenz des verwendeten Plastikzubehörs (PCR-
Tubes, Deckel) auftreten. 
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(Fluoreszenzintensität) wurden anhand der Fluoreszenzintensität des Referenzfarbstoffs au-

tomatisch normalisiert1. 

Soweit nicht anders angegeben, wurden alle Reaktionskomponenten (MasterMix, Primer, 

ROX) nach dem in Tabelle 10 ausgewiesenen Muster pipettiert und in einem Umfang von 

Aliquots für 10-100 Reaktionen in einem 1,5- oder 2,0 ml - Eppendorf-Gefäß vereinigt. 

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

Reaktionsansatz mit SYBR Green I   Reaktionsansatz mit TaqMan-
Hybridisierungssonde 

Brilliant® SYBR® GreenQPCR Master Mix 12,5 µl HotStarTaq Master Mix 12,5 µl 

Forward-Primer (10 pmol/µl) 0,5 µl Forward-Primer (10 pmol/µl) 1,0 µl 

Reverse-Primer (10 pmol/µl) 0,5 µl Reverse-Primer (10 pmol/µl) 1,0 µl 

Referenzfarbstoff ROX (30 nM) 0,75 µl Hybridisierungssonde (2 pmol/µl) 1,0 µl 

H2O (DNAse/RNAse frei) 10,75 µl  Referenzfarbstoff ROX (30 nM) 0,75 µl 

  H2O(DNAse/RNAse frei) 8,75 µl 

__________________________  ___________________________  

Gesamtvolumen  25 µl Gesamtvolumen  25 µl 

Zur Amplifikation wurden Reaktionsansätze unter Vermeidung von Luftblasen zu je 25 µl in 

Real-Time PCR-Gefäße aliquotiert. Anschließend erfolgte die Zugabe von 1,0 µl des unter-

suchten DNA-Extrakts. Dabei wurden DNA-Extrakte aus den Refenrenzstämmen2 zur Be-

stimmung der Spezifität und Quantifizierungsstandards zur Bestimmung der Sensitivität der 

ausgewählten Primer benutzt. Bei jedem Real-Time PCR-Lauf wurde außerdem eine Non 

Template Control (NTC) (alle Reagenzien + 1µl H2O(DNAse/RNAse frei)) mitgeführt. Als Stan-

dard-Amplifikationprotokoll wurde das in Tabelle 11 dokumentierte Temperaturprogramm 

verwendet: 

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

Phase Temperatur Dauer Anzahl der Zyklen 

Initialisation 95ºC 15 min x1 

Denaturierung 95ºC 15 sec 

Anlagerung 55-60ºC 30-60 sec 

Elongation 72ºC 30-60 sec 

 

x40 

                                                 
1 Die Normalisierung erfolgt durch Division der Rohfluoreszenz des Amplifikationsprodukts durch die Fluores-

zenz der Referenzfarbe. Normalisiert werden Fluoreszenzsignale in jedem Ansatz (in jedem Tube) und in je-
dem Zyklus. 

2 Referenzstämme sind in Tabelle A3 im Anhang aufgelistet. 
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Alle Real-Time PCR-Experimente wurden mit dem MxPro QPCR-Programm durchgeführt. 

Als analytische Methode wurde die Funktion „SYBRGreen with Dissociation Curve” ge-

wählt. Analytische Algorithmen dieser Methode sind speziell für SYBRGreen-Assays opti-

miert. Für die Detektion unspezifischer Produkte wird bei dieser Methode zum Standard-

Temperaturprogramm noch ein Dissoziations-Segment hinzugefügt. 

2.2.2.3 Auswertung 

Die Auswertung der Real-Time PCR erfolgte über die ermittelten Fluoreszenzdaten. Diese 

werden von den PCR-Zyklen der linearen Amplifikationsphase erfasst, wenn die Reaktions-

konditionen optimal sind und die Fluoreszenz proportional zum Amplikon ansteigt. 

Bei der Bestimmung der Spezifität verwendeter Primer wurden sowohl Ct-Werte und ent-

sprechende Amplifikationskurven als auch Schmelztemperaturen mit entsprechenden 

Schmelzkurven von einzelnen getesteten positiven und negativen Referenzstämmen1 analy-

siert. 

Die Sensitivität der verwendeten Primer wurde anhand der Fluoreszenzdaten des Quantifizie-

rungsstandards bestimmt. Mithilfe der in das MxPro-Programm integrierten mathematischen 

Algorithmen wurde eine Kurve aus den Fluoreszenzsignalen jeder Verdünnungsstufe des 

Quantifizierungsstandards und den dazugehörigen Ct-Werten hergestellt. Die Analyse dieser 

Kurve lässt Aussagen über die Sensitivität der verwendeten Primer zu. 

2.2.3 Optimierungsstrategie 

Die Parameter der Real-Time PCRs wurden so optimiert, dass bei maximaler Spezifität eine 

möglichst hohe Sensitivität (Effizienz der Amplifikation bzw. Signalbildung) erreicht wurde. 

Dabei wurden zunächst die Ergebnisse der durchgeführten Standard-Protokoll-Real-Time 

PCRs analysiert. Das Primerpaar, welches nach diesem Protokoll bei maximaler Spezifität 

die größten Produktmengen lieferte bzw. die größte Amplifikationseffizienz aufwies, wurde 

weiterverwendet. Für die Primerpaare, bei denen falsch positive und falsch negative Ergeb-

nisse registriert wurden, wurden Anlagerungstemperatur und Elongationszeit validiert. Dabei 

sollte die Erhöhung der Anlagerungstemperatur die Bildung unerwünschter Produkte vermei-

den und die Erhöhung der Elongationszeit die Sensitivität der Reaktion verbessern. Konzent-

rationen der Primer und Hybridisierungssonden sowie die Zusammensetzung des Master-

Mixes und die Anzahl der Zyklen blieben während der Optimierung konstant. 

                                                 
1 Positive Stämme sind Stämme, die für die verwendeten Primer Ziel-DNA enthalten; negative Stämme sind 

Stämme, die für die verwendeten  Primer negativ sind bzw. keine Ziel-DNA erhalten.  
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2.3 Untersuchung der gastrointestinalen Proben von Versuchstieren 

Um fütterungsbedingte Unterschiede in der qualitativen und quantitativen Zusammensetzung 

der Milchsäurebakterien-Populationen sowie ihre Dynamik bei den Versuchs- und Kontroll-

tieren zu erkennen, wurden gastrointestinale Proben mittels validierter Real-Time PCR (s. 

Punkt 3.2) und DGGE (denaturierende Gradientengelelektrophorese) untersucht. Die Stoff-

wechselaktivität der gastrointestinalen Bakterien wurde über die Messung von Laktat, Am-

moniak und flüchtigen Fettsäuren bestimmt. Im Einzelnen bestand die Untersuchung der ge-

wonnen Proben aus folgenden Punkten: 

• Vorbereitung der Proben für die DNA-basierte Analyse; 

• Quantifizierung der Milchsäurebakterien mittels validierter Real-Time PCR; 

• Bestimmung bakterieller Diversität mittels DGGE; 

• Bestimmung bakterieller Metaboliten 

2.3.1 Vorbereitung der Proben für die DNA-basierte Analyse 

2.3.1.1 Gewinnung bakterieller DNA 

Da die geplanten Untersuchungen der gastrointestinalen Mikrobiota auf dem Nachweis spezi-

fischer Fragmente bakterieller DNA beruhen, wurde zu Beginn aus dem bei -80ºC eingefro-

renen Inhalt von Magen, distalem Jejunum und Colon ascendens der Versuchstiere bakteriel-

le DNA gewonnen. Die DNA-Präparation lief nach dem in Punkt 2.2.1.4 (S. 42f.) 

beschriebenen Protokoll für Quantifizierungsstandards ab. Da nach der Ethanol-Fällung bak-

terieller DNA von Magen-Proben auch viele störende Proteine auffielen, wurde die Aufreini-

gung dieser Proben durch eine Behandlung mit 50 µl der Proteinase K ergänzt. Aufgereinigte 

DNA-Extrakte wurden bei -80ºC gelagert. 

2.3.1.2 Bestimmung der DNA-Konzentration  

Obwohl bakterielle DNA aus allen Proben nach dem gleichen Protokoll extrahiert wurde, 

variierte die Effizienz der DNA-Extraktion oft von Probe zu Probe. Der Grund sind individu-

elle physiologische Zustände und Stoffwechselaktivitäten des Tieres, die nicht nur die Zu-

sammensetzung des untersuchten Materials, sondern auch das Vorhandensein der Extrak-

tionsinhibitoren beeinflussen. Die für die Analyse verwendeten Real-Time PCR und DGGE 

basieren auf der Amplifikation der spezifischen DNA-Regionen, deren Effizienz direkt von 

der Menge der eingesetzten Ziel-DNA abhängt, wodurch die Präzision der Ergebnisse beein-

flusst wird. Um die Amplifikationsbedingungen für alle Proben zu standardisieren, wurden 

die DNA-Mengen in den aufgereinigten Extrakten gemessen und anschließend auf eine iden-

tische Konzentration verdünnt. 
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Die Bestimmung der DNA-Konzentration in den untersuchten DNA-Extrakten wurde mithil-

fe des DNA-bindenden Fluoreszenzfarbstoff SYBRGreen und dem Real-Time PCR-Cycler 

Mx3000P durchgeführt. Die Bestimmung erfolgte nach folgendem Schema: 

a) Vorbereitung der DNA-Proben und des Standards 

Eine Standardreihe wurde durch Verdünnung der kommerziellen Standard-Kalbtymus-DNA 

hergestellt. Die Endkonzentrationen sollten 100 pg/µl; 50 pg/µl; 25 pg/µl; 12,5 pg/µl und 

6,25 pg/µl betragen. Da die unbekannten Proben auch DNA-Konzentrationen außerhalb die-

ser Reihe enthalten konnten, wurden sie in Mikrotiterplatten unter Verwendung einer 8-

Kanal-Pipette auf 1:10; 1:100; 1:1000 und 1:10000 verdünnt. 

b) Ansetzen des Master-Mixes 

Als erstes wurde der Fluoreszenzfarbstoff SYBRGreen unter Lichtschutz auf eine Konzentra-

tion von 1:2500 verdünnt. Danach erfolgte das Ansetzen des Master-Mixes, der überdies aus 

dem PCR-Puffer, der Referenzfarbe ROX und DNAse/RNAse-freiem Wasser bestand (Ta-

belle 12). 

Tab. 12: Zusammensetzung des Master-Mixes für die Bestimmung der DNA-Konzentration (berech-
net für 48 Proben) 

SYBRGreen 1:2500 250 µl 

PCR-Puffer (10x TEN) 250 µl 

Referenzfarbstoff ROX (30 nM) 37,5 µl 

H2O (DNAse/RNAse frei) 712,5 µl  

__________________________  
Gesamtvolumen  1250,0 µl 

Je 25 µl des Master-Mixes wurden in die Real-Time PCR-Gefäße aliquotiert und vorsichtig 

mit den 25 µl der analysierten Probe gemischt. Das Gesamtvolumen des Reaktionsansatzes 

betrug also 50 µl. 

c) Messung  

Nach der Vorwärmung der Lampe des Mx3000P-Geräts wurde in der MxPro-Software die 

Funktion Quantitative Plate Read ausgewählt. Im Anschluss an die Beschriftung der einzel-

nen Proben und die Markierung des Standards wurden Set Read Properties auf 25ºC und 3 

reads eingestellt. Danach wurde die Messung gestartet. Für die Auswertung wurden die nor-

malisierten Werte der Endfluoreszenz (→Post Read) benutzt. 
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d) Auswertung  

Im Analysis-Menü des MxPro-Programms wird zunächst der Verlauf der Standardreihe er-

mittelt. Bei ausreichend hoher Linearität der erhaltenen Standardreihe kann die unbekannte 

DNA-Konzentration in den untersuchten Proben im Anschluss durch Einsetzen der gemesse-

nen Fluoreszenzwerte (Rnpost) der Proben in die Geradengleichung der Standardreihe in 

Microsoft Excel errechnet werden (Bsp. s. Abb. 1). 

 

Abb. 1: Auswertung des Quantitative Plate Read-Experiment und Berechnung der DNA-
Konzentration 

Bei der Berechnung der Werte der unbekannten Proben muss immer auf den Verdünnungs-

faktor geachtet werden. Proben, deren Werte außerhalb der Standardreihe liegen, müssen 

anhand anderer (höherer bzw. niedrigerer) Verdünnungen gemessen werden. 

Nach der Bestimmung der DNA-Konzentration wurden DNA-Extrakte auf folgende Kon-

zentrationen eingestellt: Magen-Extrakte auf 50 ng/µl, Jejunum und Colon auf 100 ng/µl. 

2.3.2 Quantifizierung der Bakterien mittels validierter Real-Time PCR 

2.3.2.1 Primer und Reaktionsbedingungen 

Für die qualitative und quantitative Analyse der Milchsäurebakterien bei Kontroll- und Pro-

biotikumferkeln wurden die in Punkt 2.2.21 aufgeführten Primer verwendet. Nach der Be-

stimmung der Spezifität und Sensitivität der Primer wurden die in Tabelle 13 aufgeführten 

Reaktionsbedingungen ermittelt. 
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Tab. 13: Primer und Reaktionsbedingungen 

Ziel  Detektionsystem Annealing 
(Temperatur/Zeit) 

Elongation 
(Temperatur/Zeit) 

Dissoziation- 
segment 

Eubakterien TaqMan  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 TaqMan 50°C/30 s 72°C/30 s - 
     
L.acidophilus 
L.amylovorus 
L.johnsonii 
L.mucosae 
L.reuteri 

SYBRGreen 
SYBRGreen 
SYBRGreen 
SYBRGreen 
TaqMan 

55°C/60 s 
58°C/30 s 
50°C/60 s 
58°C/30 s 
55°C/60 s 

72°C/60 s 
72°C/30 s 
72°C/60 s 
72°C/30 s 
72°C/60 s 

 

+ 
+ 
+ 
+ 
- 

E.faecium(Cylactin) 
E.faecium 
E.faecalis 

SYBRGreen 
SYBRGreen 
SYBRGreen 

60°C/30 s 
55°C/30 s 
55°C/30 s 

 

72°C/30 s 
72°C/30 s 
72°C/30 s 

 

+ 
+ 
+ 

Die Initialisierung der Reaktion erfolgte in allen Fällen bei 95°C/15 min und die Denaturie-

rung der DNA bei 95°C/15 sec. Die Ziel-DNA wurde in allen Assays über 40 Zyklen ampli-

fiziert. Bei der Verwendung des SYBRGreen-Detektionsystems wurde zum Amplifikati-

onsprogramm ein Dissoziations-Segment zugefügt. Die Zusammensetzung der PCR-Ansätze 

ist in Punkt 2.2.2.2 beschrieben. Die Real-Time-Reaktion wurden mit Magen-, Jejunum- und 

Colon-Proben in Konzentrationen von 50 ng/µl und 100 ng/µl durchgeführt. Zu jeder Reakti-

on wurden dabei auch entsprechende Quantifizierungsstandards eingesetzt. 

2.3.2.2 Auswertung 

Die Quantifizierung der Bakterien in den Versuchsproben wurde durch Vergleich mit den Ct-

Werten des Quantifizierungsstandards (inokulierte Proben) durchgeführt. Die Software 

MxPro liefert eine Standardkurve, mittels derer sich von einem Ct-Wert auf die Konzentrati-

on der Bakterien in der Probe schließen lässt. Die Bildung unspezifischer Produkte wurde 

durch Analyse der Schmelzkurven kontrolliert. In Fällen, in denen die in den Reaktionen ein-

gesetzten DNA-Extrakte zuvor auf eine bestimmte Konzentration eingestellt worden waren, 

mussten die von MxPro errechneten Werte anschließend mit dem jeweils verwendeten Ver-

dünnungsfaktor multipliziert werden. 

2.3.3 Bestimmung bakterieller Diversität mittels DGGE 

2.3.3.1 Durchführung der DGGE 

Um die gastrointestinalen bakteriellen Populationen qualitativ zu charakterisieren, macht man 

sich die Eigenschaft der DNA zunutze, dass sie bei der DGGE nicht auf einen Schlag, son-
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dern in „Schmelzdomänen“ mit unterschiedlichen Schmelztemperaturen denaturiert, so dass 

DNA-Fragmente unterschiedlicher Sequenz zu einem Bandenmuster geordnet werden kön-

nen, das der Zusammensetzung der Mikroflora in der Probe entspricht. Diese „bakteriellen 

Fingerabdrücke“ können dann mit Ergebnissen anderer Proben auf Ähnlichkeit verglichen 

werden. Die Herstellung der bakteriellen 16S rDNA-Fingerabdrücke der untersuchten Proben 

beinhaltete folgende Punkte: 

• Gewinnung der bakteriellen DNA aus dem Proben-Material 

• Amplifikation der 16S rDNA-Fragmente 

• Vorbereitung der DGGE-Apparatur für die Elektrophorese 

• Herstellung des Polyacrilamid-Gels 

• Beladung des Gels 

• Elektrophorese 

• Färbung und Konservierung des Gels 

• Auswertung  

Verwendete Materialien und Lösungen sind in den Tabellen A8 und A9 im Anhang aufgelis-

tet. 

Amplifikation der 16S rDNA-Fragmente 

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

Klammer eine Domäne mit einem Schmelzpunkt bei höheren Temperaturen zu inkorporieren, 

wurden bereits veröffentlichte Primer von NÜBEL et al. (1996) und das PCR-Programm von 

ZOETENDAL et al. (1998) in der Modifikation von KRAATZ et al. (2006) verwendet. 

Primer  

                                                         Sequenz (5→̀3`) 

F-968-GC  CGC CCG GGG CGC GCC CCG GGC GGG GCG  
                             GGG GCA CGG GGG GAA CGC GAA GAA CCT TAC 
 
R-1401                     GCG TGT GTA CAA GAC CC 

Die Oligonukleotidprimer wurden mit RNAse-freiem Wasser auf die Arbeitskonzentration 

von 4 pmol/µl verdünnt. 

 Zusammensetzung des PCR-Master-Mixes  

15µl  HotStarTaq MasterMix  

2 µl   Primer F-0968-GC (4 pmol/µl) 

2 µl   Primer R-1401(4 pmol/µl) 

11µl  RNA-se freies Wasser 

1 µl DNA-Extrakt (50 pmol/µl für Magen-Proben und 100 pmol/µl Jejunum-, Colon- und 

Kot-Proben) 
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Alle Reaktionskomponenten (außer dem DNA-Extrakt) wurden zu einer Lösung vereinigt 

und je 30 µl in die PCR-Gefäße aliquotiert. Anschließend wurden DNA-Extrakte von unter-

suchten Proben sowie eine Kontaminationskontrolle (ohne Zugabe von DNA) pipettiert. Die 

Amplifikation erfolgte nach folgendem auf dem T1 Thermocycler programmierten Tempera-

turprofil: 

PCR-Programm 

Phase Temperatur Dauer Anzahl der Zyklen 

Initialisation 95ºC 15 min x1 

Denaturierung 94ºC 60 sec 

Annealing 65ºC 90 sec 

Elongation 72ºC 90 sec 

 

x21 

Denaturierung 94ºC 60 sec 

Annealing 58ºC 90 sec 

Elongation 72ºC 90 sec 

 

x14 

Finale Elongation 72ºC 10 min x1 

                                                                             Gesamtzeit der Amplifikation 3h 47min 

Amplifizierte PCR-Produkte (Denaturierungsstammlösungen) wurden bis zum Zeitpunkt der 

Gel-Beladung bei +4ºC gelagert. 

Vorbereitung der DGGE-Apparatur für Elektrophorese  

Die Vorbereitung der DGGE-Apparatur begann mit der Herstellung der Elektrophorese-

Puffer und der Füllung der Puffer-Kammer des INGENYphorU-2-Systems. Nach der Herstel-

lung des Elektrophorese-Puffers erfolgte der Zusammenbau der Gel-Kammer. Je nach Bedarf 

können in der Gel-Kammer zwei Gele parallel laufen. Für jedes Gel sollte eine Gel-Kassette 

konstruiert werden, die aus zwei Glasplattem mit dazwischen liegendem Spacer sowie dem 

Gel-Kamm besteht. Für den Zusammenbau einer Gel-Kassette wurden zunächst beide Glas-

platten mit Geschirrspülmittel und bidestilliertem Wasser gewaschen und anschließend mit 

Ethanol (70%) gesäubert. Die Glasplatte mit den kleinen „Zungen“ wurde nach der Reini-

gung zusätzlich mit bidestilliertem Wasser bewässert und mit GelBond® PAG-Folie1 (hydro-

phobe Seite nach unten) verbunden. GelBond® PAG-Folie sollte auf der Platte so fest liegen, 

dass man zwischen beiden Newton’schen Ringe sehen kann. Durch Auflage der zweiten 

Glasplatte mit dem dazwischen liegenden Spacer entsteht eine Gel-Kassette. Jede Gel-

                                                 
1 Die GelBond® PAG-Folie ist eine Trägerfolie für Agarose- beziehungsweise Polyacrylamidgele. Die Gele 
verbinden sich bei ihrer Herstellung kovalent mit der Folie und können nach der Elektrophorese problemlos für 
Silberfärbung eingesetzt werden. Auf GelBond-Folie getrocknete Gele behalten ihre ursprüngliche Größe und 
eignen sich für die langfristige Dokumentation. 
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Kassette wurde in der Gel-Kammer vertikal aufgestellt und durch Festziehen der speziellen 

Schrauben befestigt. Abschließend wurde der Kamm (mit 32 oder 48 Taschen) in die Gel-

Kassette eingesetzt. Da die Befüllung der Gel-Kassetten erst nach Herstellung des Gradien-

ten-Gels erfolgt, sollten zusammengebaute Gel-Kassetten bzw. Gel-Kammern wegen der 

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

Herstellung des Polyacrylamid-Gels 

Die Herstellung des Polyacrylamid-Gels begann mit dem Ansetzen von 100% und 0% dena-

turierenden Polyacrylamid-Lösungen. Durch Mischen dieser Polyacrylamid-Stammlösungen 

wurden isovertikale Gradienten von 30% bis 55% Harnstoff hergestellt und in 50 ml Greiner-

Röhrchen vorgehalten (Tabelle 14). 

Tab. 14: Erstellung der denaturierenden Gradienten  

Komponenten der Gradienten 

Polyacrilamid-Stammlösungen, ml Polymerisierungskatalysator, µl 

Gewünschte Harnstoff-
Konzentration (%) 

0% 100% TEMED 10% APS 

30 
55 
0 

15,4 
9,9 
12,0 

6,6 
12,1 

- 

28,6 
28,6 
20,0 

66,0 
66,0 
50,0 

Da die Polymerisation von Acrylamid durch Zugabe von N, N, N´, N´- Tetramethylethylen-

diamin (TEMED) und Ammoniumpersulfat (APS) katalysiert wird, wurden 30% und 55% 

Gradienten-Lösungen mit diesen Katalysatoren ergänzt und anschließend in die entsprechen-

de Kammer des Gradientenmischers überführt. Danach wurde die Peristaltikpumpe einge-

schaltet, die mit dem Gradientenmischer verbunden ist, und die Gel-Apparatur wurde 

gleichmäßig befüllt. Anschließend wurde Gradienten-Gel mit 12 ml der 0 %-igen Polyacry-

lamid-Lösung, die als Sammelgel diente und den Taschenbildungskamm aufnahm, über-

schichtet. Da die Bestandteile der Gradientenmischer und der Peristaltikpumpe durch Reste 

der Polyacrylamid-Lösungen verstopft werden können, erfolgte nach der Befüllung der Gel-

Kassette eine gründliche Spülung des Gradientenmischers. Die Gele wurden zur Polymerisie-

rung für 1,5-2 Stunden in einem abgedunkelten Raum gelassen. 

Beladen des Gels  

Das Beladen des Gels erfolgte in der Elektrophorese-Kammer des INGENYphorU-2-System, 

die auf 60ºC vorgewärmten Elektrophoresepuffer enthält. Zusammengebaute Gel-Kassetten 

(mit dem polymerisierten Gel) wurden in den Puffer gestellt und an die entsprechenden    

Elektroden angeschlossen. 
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Um die Dichte der DNA-Proben zu erhöhen und damit zu gewährleisten, dass sie sich 

gleichmäßig am Boden der Geltasche verteilen, wurden 8 µl jeder DNA-Probe (PCR-

Produkt) mit 2 µl Roti®-Load DNA-Puffer gemischt. Das Mischen erfolgte mithilfe der 8-

Kanal-Pipette in einer Mikrotiterplatte. Sobald alle Proben mit dem Auftragspuffer gemischt 

waren, wurde die Elektrophorese-Kammer auf „Low Voltage“ eingestellt und jede Probe 

sorgfältig auf das Gel aufgetragen. 

Elektrophorese 

Nach dem Beladen des Gels wurde die Elektrophorese-Kammer des INGENYphorU-2-

System auf „High Voltage“ umgestellt und 5 min bei 200 V laufen gelassen. Danach lief die 

Elektrophorese bei konstanter Spannung von 120 V und einer Temperatur von 60ºC im abge-

dunkelten Raum für 16 Stunden (MUYZER et al., 1993). 

Färbung und Konservierung des Gels  

Nach Ablauf der Elektrophorese-Zeit wurde die Gel-Kammer aus der Puffer-Kammer ent-

nommen, die Gel-Kassetten auseinandergebaut und die GelBond® PAG-Folie mit dem auf-

liegenden Gel vorsichtig von der Glasplatte entfernt. Das Gel wurde für 3 min in eine Plastik-

schale mit 800 ml Fixierlösung übertragen. Durch die Behandlung mit dieser Lösung wird 

DNA im Gel fixiert und ihr weiteres Wandern verhindert. Um die fixierte DNA mit dem Sil-

ber zu verbinden, wurde die Fixierlösung gegen Silberlösung ausgetauscht und 10 min ein-

wirken gelassen. Die überschüssigen Silberreste wurden nach der Silberreaktion durch das 

Waschen des Gels mit bidestiliertem Wasser (2x à 5 min) entfernt. Die Entwicklung des Gels 

erfolgte durch Zugabe von 800 ml Entwicklerlösung, deren alkalisches Formaldehyd Ag+-

Ionen zu elementarem Ag reduziert und dadurch alle Stellen, an denen DNA vorhanden ist, 

schwarz färbt. Diese Entwicklung des Gels dauert ca. 20-30 min. Sobald alle Banden auf dem 

Gel sichtbar waren, wurde das Gel aus der Entwickler-Lösung entnommen und für weitere 5 

min in die Fixierlösung übertragen. Anschließend wurde es mit bidestilliertem Wasser 2 min 

gespült und anschließend 7 min in einer Aufbewahrungslösung konserviert. Danach wurde 

das Gel mit einer Zellophanmembran bedeckt und bei 60ºC für 12-14 Stunden getrocknet. 

2.3.3.2 Densitometrische Auswertung des Gels 

Die Auswertung der Gele erfolgte mit dem Programm Phoretix 1D v2003.02 (Nonlinear Dy-

namics, Großbritannien). Das Programm beruht auf der densitometrischen1 quantitativen A-

nalyse des Gel-Bilds, der 16S rDNA-Fingerabdrücke der untersuchten Proben. 

                                                 
1 Densitometrie ist die quantitative Messung der Farbdichte (Volltondichte), d.h. der Farbmenge pro Flächen-

einheit. 
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Als erstes wurden alle Gele mit der Auflösung 400 dpi (Grau-Stufen) gescannt und im TIFF-

Format auf einem PC gespeichert. Die Analyse des gespeicherten Bilds mittels Phoretix 1D 

v2003.02 beinhaltet folgende Arbeitsschritte: 

a) Bestimmung der zu analysierenden Bereiche (Lane creation) 

Auf dem gescannten Bild wurden Formen und Grenzen der einzelnen Spuren (Lanes) be-

stimmt. 

b) Definition des Bildhintergrunds (Backround substraction) 

Da das Gel-Material eine eigene Farbe hat und bei der Bestimmung der wahren Intensität der 

16S rDNA-Fingerabdrücke stören kann, muss die Intensität des Hintergrunds definiert wer-

den. Für diesen Zweck stehen im Phoretix 1D verschiedene Methoden zur Verfügung. In die-

ser Arbeit wurde die Rolling Ball-Methode benutzt. Bei dieser Methode wird der Hintergrund 

als der niedrigste Grauwert berechnet, der unter dem Intensitätsmuster der Probe rollt. 

c) Identifikation der einzelnen Banden der Lanes (Band detection) 

Die Identifizierung der Banden basiert auf der Bestimmung der Punkte auf dem Bild, deren 

Farbdichte höher ist als der Hintergrund. Es werden sowohl die Intensität als auch die Gren-

zen dieser Punkte erkannt. Da aber während der Fertigung des Gels (Färben, Trocken) auch 

mögliche Schädigungen (Flecken, Risse usw.) auftreten und als Banden identifiziert werden 

können, muss nach der automatischen Identifizierung von Hand eine Nachbearbeitung des 

Bilds erfolgen. Mit Hilfe der manuellen Korrektur werden „falsche“ Banden entfernt oder 

zusätzliche eingefügt. 

Sobald die Bandendetektion abgeschlossen ist, werden im Menü Mesurements/All Lanes ver-

schiedene Werte verfügbar, die für die Charakterisierung der untersuchten Proben verwendet 

werden können. Für die vorliegende Arbeit wurden folgende Messparameter ausgewählt: 

Richness – Anzahl der detektierten Banden in der jeweiligen Spur (Lane); 

Band Percentage – Prozentanteil des Volumens der einzelnen Bande am Gesamtvolumen  

aller detektierten Banden in der Spur; 

Volume – Gesamtzahl der Pixel, aus denen jede einzelne Bande besteht 

Die oben genannten Messwerte wurden direkt aus Phoretix 1D nach Microsoft Excel expor-

tiert und für die Berechnungen der Diversitätsindizes (nach Shannon und Simpson) verwen-

det, die untersuchte 16S rDNA-Arten-Gemeinschften hinsichtlich ihrer Zusammensetzung 

beschreiben. 
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Für die Beschreibung der Ähnlichkeit der 16S rDNA-Arten-Gemeinschaften werden aber 

weitere Daten, etwa die „Zahl der gemeinsamen Arten“, benötigt. Um diese Daten zu erhal-

ten, müssen weitere Phoretix-Prozeduren durchgeführt werden. 

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

Phoretix 1D verfügt über verschiedene Algorithmen, die Ähnlichkeiten bzw. Unterschiede 

zwischen den untersuchten Proben berechnen können. Dabei werden einzelne Banden (so-

wohl nach Anzahl als auch nach Volumen) verglichen, aus denen der 16S rDNA-

Fingerabdruck jeder Probe besteht. Der Vergleich kann aber nur durchgeführt werden, wenn 

alle detektierten Banden zugeordnet sind, was voraussetzt, dass die Banden die gleichen Posi-

tionen im Gel haben. Wenn Proben unebenmäßig in das Gel laufen, wird der Vergleich ihrer 

Banden-Muster mit anderen Proben erschwert. Um solche Ungenauigkeiten im Verlauf der 

Spuren und Banden auszugleichen, wird automatisch ein Retardation Factor (Rf) errechnet, 

der die Positionen einzelner Banden in der Lane bestimmt. Durch Markierung der einzelnen, 

gut sichtbaren und starken Banden, werden Rf-Linien hergestellt. Mit Hilfe von Inter- und 

Extrapolation werden Rf-Werte (bzw. Positionen) auch für andere Banden, die sich außerhalb 

dieser Linien befinden, bestimmt. 

e) Zuordnung vergleichbarer Banden (Band Matching) 

Die Zuordnung vergleichbarer Banden basiert auf dem Vergleich mit einer oder mehreren 

Referenz-Lanes (Standards). Je nach Ziel der Untersuchung können als Standards Proben mit 

definierter Zusammensetzung oder definierter Menge des untersuchten Materials verwendet 

werden. Banden, aus denen die 16S rDNA-Fingerabdrücke der untersuchten Proben bestehen, 

werden dem Banden-Muster der Referenz-Lane zugeordnet. Für diese Dissertation wurde der 

Rf-Wert als Basis für den Vergleich festgelegt, d.h. zugeordnet werden konnten nur solche 

Banden, die gleiche Positionen (Rf) im Gel hatten. In Fällen, in denen Banden im Bild nicht 

in der Referenz-Lane lagen, wurde über die horizontale Summe der Pixelgrauwerte aller La-

nes eine Synthetic Lane gebildet. Das Band Matching kann sowohl automatisch als auch 

manuell durchgeführt werden – in dieser Arbeit aber wurde manuelle Prozedur verwendet. 

Nach erfolgter Zuordnung der Banden stehen im Menü Mesurements/Comparison und Mat-

ching Information verschiedene Messwerte zur Verfügung, die für die Beschreibung der 

Ähnlichkeit der 16S rDNA-Fingerabdrücke der untersuchten Proben notwendig sind. Für die 

Berechnungen der Ähnlichkeit-Indizes wurden folgende Messwerte benutzt: 

Band Sharing Index – Index, der die Zahl der gemeinsamen Arten berücksichtigt und als 
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Matrix im Menü Matching Information/All Lanes zu finden ist; 

Band Percentage – Prozentanteil des Volumens der einzelnen Bande am Gesamtumfang 

aller detektierten Banden in der Spur (Mesurements/Comparison); 

Volume – Gesamtzahl der Pixel, aus denen jede einzelne Bande besteht 

(Mesurements/Comparison). 

Die oben genannten Messwerte wurden aus Phoretix 1D wiederum nach Microsoft Excel 

exportiert und für Berechnungen der Ähnlichkeit der untersuchten 16S rDNA-Arten-

Gemeinschaften (nach Sörensen, Renkonen und Morisita) verwendet.  

2.3.3.3 Berechnung ökologischer Indizes 

Für die Bewertung der Biodiversität (Artenvielfalt) von Ökosystemen wurden verschiedenste 

mathematische Verfahren entwickelt, es gibt aber bisher keine universelle Methodologie, die 

alle Aspekte der Biodiversität berücksichtigt (LEVEQUE & MOUNOLOU, 2003). Am häu-

figsten werden Biodiversitätsmaße benutzt, die die Artenvielfalt eines Ökosystems durch eine 

einzige Zahl (Index) charakterisieren. Für die Bewertung des ökologischen Systems wird in 

der Regel eine Kombination aus mehreren Biodiversitätsmaßen verwendet. Die verschiede-

nen Maße unterscheiden sich dahingehend, welche Informationen über den Ökosystemzu-

stand sie berücksichtigen und wie sie diese Informationen zu einem Index aggregieren 

(BAUMGÄRTNER, 2003).  

Um die fütterungsabhängigen Unterschiede in der bakteriellen Ökosysteme der untersuchten 

Tiere festzustellen, wurden über die DGGE erhaltende bakterielle 16S rDNA-Fingerabdrücke 

durch folgende Parameter beschrieben: 

• Zusammensetzung der 16S rDNA-bakteriellen Gemeinschaft der Versuchs- und 

Konrolltiere (Diversitätsindizes); 

• Übereinstimmung der 16S rDNA-bakteriellen Gemeinschaften bei den Tieren (Ähn-

lichkeitsindizes). 

Berechnung der Diversitätsindizes  

In der Populationsstatistik werden bei der Berechnung der Diversitätsindizes i.d.R. Begriffe 

wie „Individuum“, „Individuenzahl pro Fläche“, „Gesamtindividuenzahl pro Fläche“, „An-

zahl der Arten pro Fläche“ u.ä. benutzt. Da es aber bei der DGGE um die densitometrische 

Auswertung des Gels geht, bei der keine einzelnen Individuen gezählt werden können, wer-

den Diversitätsindizes mit Hilfe von Phoretix-Äquivalenten errechnet. Tabelle 15 bietet eine 

Übersicht über Begriffe der Populationsstatistik und Äquivalente in Phoretix. 
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Tab. 15: Begriffe der Populationstatistik und entsprechende Phoretix-Äquivalente für die Berechnung 
der Diversitätsindizes 

Begriff der Populationstatistik DGGE-Phoretix-Äquivalent Erläuterung (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 Pixel-Intensitäten des 
einzelnen Bands 

Gesamtindividuenzahl  Volumen aller detektierten Banden  
der Lane 

Summe der Pixel-Intensitäten aller 
Banden der Lane 

Relative Häufigkeit der i-ten Art  
von der Gesamtindividuenzahl 

Band Percentage Prozentualer Anteil des Volumens 
der einzelnen Bande (i-te Spezies) 
am Gesamtvolumen aller detektier-
ten Banden in der Lane 

 

a) Berechnung der Diversitätindizes hinsichtlich der Vielfalt der bakteriellen 
Gesellschaft 

Das einfachste Maß, das die Diversität eines Systems beschreibt, ist die Richness (Reichhal-

tigkeit) – die Anzahl unterschiedlicher Arten (16S rDNA-Spezies) in dem betrachteten Sys-

tem. In Phoretix entspricht dies der Anzahl der detektierten Banden pro Spur (= pro Probe). 

b) Berechnung der Diversitätindizes hinsichtlich der quantitativen Verhältnisse der ein-
zelnen Spezies innerhalb der mikrobiellen Gemeinschaft 

Der Simpson-Index (Dominanz-Index) berechnet die Biodiversität unter Berücksichtigung 

des Anteils jeder Art (Spezies) an der gesamten Population der untersuchten Probe. Dieser 

Index repräsentiert die Wahrscheinlichkeit, mit der zwei zufällig aus einem unendlich großen 

Ökosystem gezogene Individuen zur selben Art (Spezies) gehören (Baumgärtner, 2003). Ma-

thematisch ist er wie folgt definiert: 

∑
=

−−=
s

i
ii NNnnD

1

)1(/)1(  

ni = Individuenzahl der Art i (Phoretix-Daten: Volumen eines einzelnen Bands in einer Spur) 

N = Gesamtindividuenzahl (Phoretix-Daten: Gesamtvolumen aller Banden der Spur) 

s  = Gesamtzahl der Arten (Phoretix-Daten: Anzahl der detektierten Banden pro Spur) 

Interpretation: Je größer der prozentuale Anteil einer bestimmten bakteriellen Art an der ge-

samten bakteriellen Population (seine Dominanz), desto höher der Wert des Simpson-Index 

(0,0 zu 1,0) und entsprechend desto weniger Diversität. 

Der Shannon-Weaver Index (od. Shannon-Wiener-Index) basiert auf der Informationstheo-

rie und berechnet die bakterielle Diversität unter Berücksichtigung der Anzahl der Arten und 
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des Anteils jeder Art (Spezies) an der Artengemeinschaft (KWAK & PETERSON, 2007). 

Mathematisch wird er folgendermaßen errechnet: 

i

s

i
i ppH ln

1

'
∑

=

⋅−=  

s  = Gesamtzahl der Arten (Phoretix-Daten: Anzahl der detektierten Banden pro Spur) 

pi = Wahrscheinlichkeit des Auftretens der Art i oder relative Häufigkeit der i-ten Art in der Gesamtin-
dividuenzahl, gemessen von 0,0 bis 1,0 (Phoretix-Daten: Band Percentage) 

Interpretation: „Eine maximale Diversität nach dem Shannon-Index wäre gegeben, wenn in 

einer s Arten enthaltenden Gemeinschaft alle Arten im gleichen quantitativen Verhältnis vor-

handen sind.“ (UNTERSTEINER, 2005) 

c) Berechnung der Diversität-Indizes hinsichtlich Verteilung der einzelnen Spezies in-
nerhalb der mikrobiellen Gemeinschaft 

Evenness – „Relation des Shannon-Index zu dem maximal möglichen Diversitätswert, der 

sich bei gleicher Artenzahl, aber unter größtmöglicher Gleichverteilung der Individuen auf 

die bestehenden Arten ergeben würde“ (UNTERSTEINER, 2005). Mathematisch ist Even-

ness wie folgt definiert: 

 

H´ = Shannon-Index 

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

Interpretation: Je ungleicher die einzelnen Arten/Spezies in der Population verteilt sind, desto 

geringer ist der E-Wert (0,0 bis 1,0) und desto instabiler (unhomogener) die Struktur des be-

trachteten Systems. 

Berechnung der Ähnlichkeitsindizes  

Um Übereinstimmungen im Arteninventar zweier Artengemeinschaften (Proben) festzustel-

len, wurden ökologische Indizes entwickelt, die wie Diversitätsindizes unter Berücksichti-

gung der verschiedenen strukturellen Merkmale der einzelnen Artgemeinschaften errechnet 

werden. Die paarweise Übereinstimmung (Ähnlichkeitsindizes) der Artengemeinschaften 

(untersuchte Proben) wurde im Bezug auf die Anzahl der gemeinsamen Arten berechnet. Als 

gemeinsame Arten zweier Gemeinschaften (Proben) werden auf dem DGGE-Gel Banden 

(16S rDNA-Spezies) mit den gleichen Rf-Werten (Position im Gel) bezeichnet. 

Der Sörensen-Quotient (QS) dient dem einfachen Vergleich von Artengemeinschaften und 

berücksichtigt die Anzahl der gemeinsam in zwei Habitaten vorkommenden Arten und die 

jeweilige Anzahl der Arten in den zu vergleichenden Habitaten. Er wird wie folgt berechnet: 

SHE ln/'=
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 BA SSGQS +⋅= /2  

G = Zahl der in beiden Habitaten gemeinsam vorkommenden Arten (Phoretix-Daten: Zahl der in bei-
den Habitaten vorkommenden Banden, die die gleichen Rf-Werte haben) 

SA, SB = Zahl der Arten in Habitat A bzw. B (Phoretix-Daten: Anzahl der Banden pro Lane) 

Interpretation: Der Sörensen-Quotient liegt zwischen 0% und 100%. Je höher der Quotient, 

desto größer ist die Ähnlichkeit in der Artenzusammensetzung. Der Sörensen-Quotient ent-

spricht dem Band Sharing Index, den Phoretix 1D automatisch berechnet und als Matrix im 

Menü Matching Information/All Lanes darstellt. 

Da die Ähnlichkeitsindizes für alle auf dem Gel eingetragenen Proben berechnet werden, 

lässt sich vergleichen, wie ähnlich bakterielle Gemeinschaften bei Versuchstieren innerhalb 

einer Versuchsgruppe (Kontroll- bzw. Probiotikumgruppe) und bei Tieren aus den beiden 

verschiedenen Gruppen sind. Die Sortierung der Ähnlichkeitsindizes wurde durch Herstel-

lung einer Matrix erreicht. Werte jeder Ähnlichkeitsgruppe wurden danach statistisch bear-

beitet und in Form eines Balken-Diagramms dargestellt. Um die Ähnlichkeit zwischen ein-

zelnen Tiere und Ähnlichkeits-Gruppen (Cluster) besser zu verdeutlichen, wurden auch von 

Phoretix 1D automatisch erstellte UPGMA-Dendrogramme (Unweighted Pair-Group Method 

using Arithmetic Average) benutzt. 

2.3.4 Bestimmung mikrobieller Metaboliten 

Um eine durch Zugabe des Probiotikums hervorgerufene Nettozunahme bzw. Abnahme der 

bakteriellen Stoffwechselprodukte zu evaluieren, wurde Laktat, Ammoniak und flüchtige 

Fettsäuren in dem Magen-, Jejunum- und Colon ascendens-Inhalt gemessen. 

2.3.4.1 Laktat  

Die Ermittlung des Milchsäuregehalts der untersuchten Probe erfolgte fluorometrisch mit 

Hilfe eines kommerziellen enzymatischen Laktat-Test Kits (Fa. Boehringer, Mannheim, 

Deutschland) nach Angaben des Herstellers. Zur photometrischen Messung wurde das Pro-

gramm Swift Quantification II (Biochrom, Cambridge, Großbritannien) verwendet. Nach der 

fluorometrischen Bestimmung des Milchsäuregehalts erfolgte die Berechnung der Laktatge-

halte (L- und D- Isomere). 

2.3.4.2 Ammoniak  

Die Ammoniakmessung wurde mit einer ionenselektiven Elektrode (Mettler Toledo Electro-

de, Type No. 51340910) und einem daran angeschlossenen pH-Meter als Messgerät durchge-

führt. Vor der Messung der untersuchten Proben wurde die ionenselektive Elektrode mit 

NH4Cl kalibriert. Nach der Kalibrierung wurden die auf Eis aufgetauten Proben 10 min bei 
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13000 UpM und 4ºC zentrifugiert. Zu den 500 µl Überstand wurden 500 µl 1M NaOH, 200 

µl Ammoniumsulfat-Lösung (ISA-Lösung 0,9 mol/L, Fa. Mettler, Toledo, USA) und 9,0 ml 

Reinstwasser hinzugegeben. Nach dem Homogenisieren der Proben-Lösung erfolgte ihre 

Messung. Die Ergebnisse wurden in ppm (parts per million, 1 mg/L) abgelesen und anschlie-

ßend in mmol/L umgerechnet. 

2.3.4.3 Flüchtige Fettsäuren 

Die Digestaproben wurden mit Oxalsäure (0,1 mol/L), Natriumazid (40 mmol/L) und 

Capronsäure (0,1 mmol/L) als internem Standard versetzt und homogenisiert. Die Gehalte 

von Essigsäure, Propionsäure, Buttersäure und Valeriansäure wurden nach einer Methode 

von Schäfer (1995) aus den Überständen nach Zentrifugation gaschromatographisch be-

stimmt. Dabei wurde ein Gaschromatograph mit einem Flammenionisationsdetektor der Fir-

ma Agilent 6890 (Waldbronn, Deutschland) mit einer Kapillarsäule Innovax 30m x 530µm x 

0.1µm der Firma Agilent verwendet. Trägergas war Wasserstoff. 

2.4 Datenverarbeitung und Statistik 

Die statistischen Auswertungen und die graphischen Darstellungen wurden mit der Software 

SPSS 12.0 (SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA) erstellt.  

Quantitativ wurden Digestaproben mittels Real-Time PCR in „Zellzahl/Gramm Feuchtmas-

se“ gemessen und bakterielle Stoffwechselprodukte in „mmol/L“ und „mg/g“. Zur Analyse 

wurden dabei nur die Proben herangezogen, die während der Reaktion positive Signale 

(Amplifikation) aufwiesen. In jeder Versuchsgruppe wurden die absoluten bakterielle Zell-

zahlen sowie die Anteile einzelner Bakteriengruppen an der gesamten Zahl der Eubakterien 

und die Anteile einzelner Bakterienspezies an der Gesamtzahl der Laktobazillen oder Entero-

kokken für jedes Versuchstier ermittelt. Danach folgte die Prüfung dieser Daten auf Normal-

verteilung mit dem nicht-parametrischen Kolmogorov-Smirnov-Test mit Signifikanzkorrek-

tur nach Lilliefors. Da die Werte nicht normal verteilt waren, wurden die erworbenen Daten 

in den erstellten Graphiken als Median mit einer Punktwolke von Einzelwerten angegeben, 

welche die tatsächliche Messwertverteilung darstellt. In den Tabellen sind der Median, der 

maximale und der minimale Wert sowie die Anzahl der Proben mit positivem Signal aufge-

listet. Um einen Gruppenvergleich durchzuführen, wurde der Mann-Whitney-Test (U-Test) 

angewendet. Lag der Wert für die asymptotische Signifikanz unter oder genau bei 0,05, wur-

de ein Gruppenunterschied als signifikant bewertet. Als Tendenz wurde ein p-Wert von klei-

ner oder gleich 0,1 bezeichnet. Die p-Werte sind sowohl in den Graphiken als auch in den 
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Tabellen zu finden. Nach dem gleichen Muster wurden auch die Daten aus der Bestimmung 

der bakteriellen Stoffwechselprodukte (Laktat, Ammonium, flüchtige Fettsäuren) bearbeitet. 

Bei der Bestimmung der Persistenz des probiotischen E. faecium NCIMB 10415 im gastroin-

testinalen Trakt der Ferkel der Probiotikumgruppe wurden die erworbenen Daten wie oben 

beschrieben mit der Angabe des Medianwerts zusammengefasst. Da in der Graphik die Zell-

zahlen in allen drei untersuchten Lokalisationen dargestellt werden sollten, wurde auf die 

Einfügung der Einzelwerte (Punktwolke) verzichtet. Um einen Vergleich der probiotischen 

Zellzahlen zwischen den untersuchten Lokalisationen zu ermitteln, wurde der Wilcoxon-Test 

für Paarunterschiede verwendet. Es wurden dabei Werte aus dem Magen und Jejunum (Paar 

a), Magen und Colon (Paar b) und Jejunum und Colon (Paar c) verglichen. War der Wert für 

die Signifikanz kleiner oder gleich 0,05, wurde ein Unterschied als signifikant bewertet. 

Bei der Bearbeitung der DGGE-Ergebnisse wurden Daten der densitometrischen Analyse des 

Gels verwendet (s. S. 56ff.). Für jedes Tier wurden die Anzahl der Banden pro Spur (Probe), 

das Volumen der einzelnen Banden sowie der prozentuale Anteil des Volumens jedes einzel-

nen Bandes am Gesamtvolumen aller detektierten Banden in der Spur ermittelt. Danach er-

folgte die Berechnung der Richness-, Evenness-, Shannon- und Simson-Diversitätsindizes. 

Die erworbenen Daten wurden anschließend zum Median zusammengefasst und graphisch 

und tabellarisch analog zu den Ergebnissen der Real-Time PCR und der Bestimmung bakte-

rieller Metabolite dargestellt. 

Um Übereinstimmungen in der Artenvielfalt festzustellen, wurde der von dem Auswertungs-

programm Phoretix 1D automatisch errechnete Ähnlichkeitsindex „Sörensen-Quotient“ ver-

wendet. Da der Sörensen-Quotient für alle auf dem Gel eingetragenen Proben berechnet wird, 

lässt sich vergleichen, wie ähnlich die bakteriellen Gemeinschaften bei Versuchstieren inner-

halb einer Versuchsgruppe (Kontroll- bzw. Probiotikumgruppe) sowie bei Tieren aus den 

beiden verschiedenen Gruppen sind. Die Sortierung der Ähnlichkeitsindizes wurde über die 

Herstellung einer Matrix erreicht. Die Werte jeder Ähnlichkeitsgruppe wurden danach mit 

dem Kolmogorov-Smirnov-Test (Signifikanzkorrektur nach Lilliefors) auf Normalverteilung 

überprüft. Da sich die Werte nicht normal verteilt waren, wurde der Mann-Whitney-Test 

durchgeführt. Die graphische Darstellung erfolgte mittels Boxplots, die durch die 25 %- bzw. 

75%- Perzentile begrenzt sind. Die darin enthaltene schwarze Linie stellt den Median (50%- 

Perzentil) dar. Die dünnen Querstriche ober- und unterhalb der Box geben den größten bzw. 

kleinsten Wert aus der jeweiligen Stichprobe an, der noch keinen Ausreißer- oder Extremwert 

darstellt.
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3. ERGEBNISSE 

3.1 Analytische Charakteristika der Real-Time PCR-Assays 

3.1.1 Zusammensetzung der Kalibrier-Proben 

Die Bestimmung der Sensitivität der Real-Time PCR beruhte auf dem Nachweis der Milch-

säurebakterien im Quantifizierungsstandard (od. Kalibrier-Proben, s. S. 40ff.). Tabelle 16 

zeigt die Zusammensetzung der Standardproben. 

Tab. 16: Zusammensetzung der Standard-Proben 

Inokulierte Bakterien Anzahl der 
Stämme 

Inokulierte Zellzahl/g 
Faeces 

Lactobacillus spp.  31 1,26x109 

Streptococcus spp 10 4,07x108 

Enterococcus spp. 6 2,44x108 

Bifidobacterium spp. 5 2,03x108 

E.coli  4 1,63x108 

Weissella spp 2 8,14x107 

Acetomicrobium faecale 1 4,07x107 

Insgesamt* 59 2,4x109 

* Acetomicrobium faecale DSM 20678, Bifidobacterium adolescentis DSM 2008, B. bifidum DSM 20456, B. 
longum DSM 20219, B. suis DSM 20211, B. thermophilum DSM 20210, Escherichia coli DSM 2840, E. coli 
PS37 , E. coli PS79, E. coli PS90, Enterococcus cecorum DSM 20682, E. durans DSM 20633, E. faecalis DSM 
13591, E. faecium (Cylactin) NCIMB 10415, E. hirae DSM 20160, E. villorum DSM 15688, Lactobacillus 
acetotolerans DSM 20749, L. acidophilus DSM 20079, L. alimentarius DSM 20249, L. amylovorus DSM 
20531, L. animalis DSM 20602, L. bifermentans DSM 20003, L. bifidus DSM 20100, L. brevis DSM 20054, L. 
delbrueckii s. bulgaricus DSM 20081, L. casei DSM 20011, L. crispatus DSM 20584, L. delbrueckii DSM 
20711, L. farciminis DSM 20184, L. fermentum DSM 20052, L. gallinarum DSM 10532, L. gasserii DSM 
20243, L. jensenii DSM 20557, L. johnsonii DSM 10533, L. mucosae DSM 13345, L. murinus DSM 20452, L. 
panis DSM 6035, L. paracasei DSM 20020, L. plantarum DSM 20174, L. pontis DSM 8475, L. reuteri DSM 
20016, L. rhamnosus DSM 20021, L. sharpeae DSM 20505, L. vaginalis DSM 5837, L. salivarius subsp. Sali-
varius DSM 20555, L. zeae DSM 20178, Lactococcus lactis subsp. Lactis DSM 20481, Streptococcus alactoly-
ticus DSM 20728, S. bovis DSM 20480, S. infantis DSM 12492, S. mutans DSM 20523, S. porcinus DSM 
20725, S. salivarius DSM 20560, S. suis DSM 9682, S. dysgalactiae subsp. Dysgalactiae DSM 20662, S. hyo-
intestinalis DSM 20770, S. gallolyticus DSM 13808, Weissella confusa DSM 20196, W. hellenica DSM 7378 

3.1.2 Überprüfung der Kalibrier-Proben auf koloniebildende Einheiten 

Da der Nachweis der bakteriellen Zellen durch die Detektion der spezifischen DNA-

Fragmente (Real-Time PCR) von vielen Faktoren (z.B. dem physiologischen Zustand der 

Zelle, der Komplexität der Probenmatrix, den PCR-Inhibitoren u.a.) beeinflusst wird, muss-

ten zunächst die Sensitivität der Real-Time PCRs und die der klassischen kulturellen Nach-

weismethode verglichen und dadurch Differenzen sowie Übereinstimmungen beider Metho-

den festgestellt werden. 
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Die Sensitivität der klassischen Kultivierung wurde anhand der Breite des Messbereiches1 

und der in der Folge ermittelten Linearität sowie der Differenz zwischen der Anzahl der ino-

kulierten Bakterien und der Anzahl der detektierten koloniebildenden Einheiten bewertet. Es 

stellte sich heraus, dass die ursprüngliche Konzentration der ausgewählten bakteriellen Grup-

pen in den untersuchten Kalibrier(Standard)-Proben im Bereich von drei (E. coli, Lactobacil-

lus spp.) bis vier (alle Bakterien, Enterococcus spp.) Verdünnungsstufen errechnet werden 

kann. Die Linearitätswerte (r2) lagen dabei zwischen 0,930 und 0,978. 

Da die in dieser Arbeit untersuchten Standard-Proben eine vorher definierte Menge Bakterien 

enhielten, konnten Differenzen zwischen der Zahl der inokulierten und der gewachsenen Ko-

lonien festgestellt werden, die auch als Wiederfindungsrate dieser Methode betrachtet werden 

können. Tabelle 17 gibt ein Überblick über die gewonnenen Ergebnisse. 

Tab. 17: Wiederfindungsraten bei der klassischen Kultivierung 

Inokulierte Bakterien Anzahl inokulierter 
Zellen pro g Faeces 

Soll-Wert 
[KbE/g Fae-

ces] 

Ist-Wert 
[KbE/g Faeces] 

Wiederfin-
dung [%] 

Lactobacillus spp. (31 Stämme) 1,26x109 1,26x107 9,64 x105 7,65 

Enterococcus spp.(6 Stämme) 2,44 x108 2,44 x106 1,32 x106 53,89 

E.coli (4 Stämme) 1,62 x108 1,62 x106 3,48 x105 21,32 

Gesamtzellzahl (59 Stämme) 2,40 x109 2,40 x107 1,11 x106 4,70 

Die Anzahl der auf selektiven Medien gewachsenen Kolonien war für alle detektierten bakte-

riellen Gruppen niedriger als die Anzahl der inokulierten Bakterien. Die größte Differenz 

wurde für die Gesamtzahl der inokulierten Bakterien registriert – von 2,40x109 inokulierten 

Zellen/g Faeces wurden auf dem BHI-Agar mit 1% Blut 1,11x106 KbE oder 4,70% der Zel-

len wiedergefunden. Hohe individuelle Wachstumsraten ergaben sich für die Bakteriengat-

tung Enterococcus – 2,44 x108 inokulierte Zellen/g Faeces lieferten 1,32x106 KbE oder 

53,89% auf dem Slanetz&Bartley-Agar. Bei Lactobacillus wurden von 1,26x109 inokulierten 

Zellen/g Faeces auf dem LAS-Agar 9,64x105 KbE oder 7,65% wiedergefunden. Von 

1,62x108 inokulierten Zellen/g Faeces von Escherichia spp. waren 3,48x105 KbE (21,32%) 

auf dem DEV-Endo-Agar wachstumsfähig. 

3.1.3 Optimierung der PCR-Bedingungen 

Die analytische Auflösung der Real-Time PCR wurde unter Standard-Amplifikations-

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

                                                 
1 Verdünnungsstufen der Standardreihe, bei denen die Zählung einzelner Kolonien möglich war. 
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tät eine möglichst hohe Sensitivität (Effizienz der Amplifikation bzw. Signalbildung) erreicht 

wurde. Für die Primerpaare, bei denen nach dem Standard-Protokoll falsch-positive und 

falsch-negative Ergebnisse registriert wurden, wurden Anlagerungstemperatur und Anlage-

rungszeit optimiert. 

Die gruppenspezifischen Primer für Laktobazillen, Enterokokken, Bifidobakterien sowie die 

speziesspezifischen Primer für E. faecium und E. faecalis waren unter Standard-

Amplifikationsbedingungen spezifisch und sensitiv. L. acidophilus- und L.reuteri-Primer 

waren schon bei der Verwendung der Standard-Bedingungen spezifisch, aber nicht ausrei-

chend sensitiv. Für diese Primer wurde deshalb die Anlagerungszeit auf 60 sec verlängert. 

Bei anderen Primern (z.B. für L. amylovorus, L. mucosae, E. faecium NCIMB 10415) wurden 

Spezifität und Sensitivität durch eine Erhöhung der Anlagerungstemperatur bei unveränderter 

Anlagerungszeit erreicht. Die endgültigen optimierten bzw. spezifischen und sensitiven Real-

Time PCR-Bedingungen sind in Tabelle 13 (S. 52) dargestellt. 

3.1.3.1 Spezifität der Real-Time PCR Assays 

Da die verwendeten gruppen- und einige speziesspezifische Primer aus bereits publizierten 

wissenschaftlichen Beiträgen (vgl. Tab. 8, S. 45) übernommen wurden, sei für genauere An-

gaben zu ihrer Spezifität auf diese Beiträge verwiesen. Unter Institutsbedingungen wurde die 

Spezifität dieser Oligonukleotide noch einmal im Hinblick auf die in Tabelle A3 im Anhang 

aufgelisteten Referenzstämme überprüft. Im Ganzen lieferten die verwendeten gruppen- und 

speziesspezifischen Primer unter optimalen PCR-Bedingungen positive Ergebnisse für die 

entsprechenden positiven Referenzstämme und negative bei den negativen Kontrollen (nega-

tive Referenzstämme und non template control). Ein Überblick über die Spezifität der unter 

optimierten PCR-Bedingungen verwendeten gruppen- und speziesspezifischen Oligonukleo-

tide findet sich in Tabelle 18. 
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Tab. 18: Spezifität der gruppenspezifischen Real-Time PCR-Assays für die Referenzstämme 

Getestete Stämme Ziel-DNA 

Positive Kontrolle na Ergebnis Negative Kontrolle n Ergebnis 

Lactobacillus spp. 

 

Lactobacillus spp. 31 positiv Lactococcus lactis 
Weissella spp. 
Enterococcus spp. 
Bifidobacterium spp. 
Streptococcus spp. 
E.coli 
 

1 
2 
6 
5 
10 
4 

f/positivb 

f/positiv 
negativ 
negativ 
negativ 
negativ 

 
Enterococcus spp. 

 

Enterococcus spp. 17 positiv Lactobacillus spp. 
Bifidobacterium spp. 
Streptococcus spp. 
E.coli 

31 
5 
10 
4 

negativ 
negativ 
negativ 
negativ 

 
Escherichia spp. 

 

E.coli 4 positiv Enterococcus spp. 
Lactobacillus spp. 
Bifidobacterium spp. 
Streptococcus spp. 

10 
6 
5 
2 

negativ 
negativ 
negativ 
negativ 

 
Bifidobacterium 
spp. 

 

Bifidobacterium spp. 

 

5 positiv Enterococcus spp. 
Lactobacillus spp. 
Streptococcus spp. 
E.coli 

6 
31 
2 
4 

negativ 
negativ 
negativ 
negativ 

L. acidophilus  L. acidophilus 1 positiv Lactobacillus spp. 
Enterococcus spp. 
Bifidobacterium spp. 
Streptococcus spp. 
 

30 
6 
5 
10 

negativ 
negativ 
negativ 
negativ 

 
L. amylovorus L. amylovorus 1 positiv Lactobacillus spp. 

Weissella spp. 
Lactococcus lactis 
Enterococcus spp. 
Bifidobacterium spp. 
 

30 
2 
1 
6 
5 

negativ 
negativ 
negativ 
negativ 
negativ 

L. johnsonii L. johnsonii 1 positiv Lactobacillus spp. 
Weissella spp. 
Lactococcus lactis 
Enterococcus spp. 
Bifidobacterium spp. 
 

30 
2 
1 
6 
5 

 

negativ 
negativ 
negativ 
negativ 
negativ 

L. mucosae L. mucosae 1 positiv Lactobacillus spp. 
Weissella spp. 
Lactococcus lactis 
Enterococcus spp. 
Bifidobacterium spp. 

30 
2 
1 
6 
5 

 

1 f/positivc 

negativ 
negativ 
negativ 
negativ 

L. reuteri  L. reuteri 1 positiv Lactobacillus spp. 
Weissella spp. 
Lactococcus lactis 
Enterococcus spp. 
Bifidobacterium spp. 
 

30 
2 
1 
6 
5 

 

negativ 
negativ 
negativ 
negativ 
negativ 

a - Anzahl der getesteten Stämme; b - falsch-positive Ergebnisse; c - L. panis 
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3.1.3.2 Sensitivität der Real-Time PCR Assays 

Gruppenspezifische Real-Time PCR Assays 

Die analytische Sensitivität der einzelnen gruppen- und speziesspezifischen Real-Time PCRs 

wurde anhand von Fluoreszenzdaten der Standard-Proben (Quantifizierungsstandard) bewer-

tet. Da die verwendeten Standard-Proben eine echte Probe vom Tier simulierten, konnte 

durch gewonnene Fluoreszenzdaten (Ct-Werte, R2) die Präzision der Quantifizierung bzw. 

der Einfluss von Probenmatrix und PCR-Inhibitoren bewertet werden. Die Ergebnisse sind in 

den Tabellen 19 und 20 zusammengefasst. 

Tab. 19: Sensitivitätsparameter der gruppenspezifischen Real-Time PCRs für die Standard-Proben 

Ct-Werte (Mittelwert±Standardabweichung) 
Alle Bakt. Lactob. spp.  Entoroc. spp. Escher. spp. Bifid. spp. 

Anzahl inokulier-
ten Zellen/g Faeces 

(n=4)c (n=4) (n=4) (n=4)  (n=4) 

108 (a) /109 (b) 18,07 (±2,96) 11,14 (±0,70) 15,16 (±0,55) 22,44 (±1,64) 21,30 (±0,67) 

107/108 19,56 (±1,95) 13,00 (±0,24) 17,87 (±0,55) 25,54 (±2,97) 25,78 (±0,67) 

106/107 25,28 (±2,54) 17,32 (±0,38) 22,06 (±0,75) 29,64 (±2,71) 29,44 (±1,18) 

105/106 29,78 (±3,59) 20,70 (±0,19) 25,67 (±0,58) 33,93 (±1,98) 35,10 (±1,09) 

104/105 
32,73 (±1,55) 24,95 (±0,63) 29,81 (±0,86) 38,18 (±0,06) 38,43 (±0,00) 

103/104 
36,65 (±1,58) 28,45 (±0,43) 33,24 (±0,78) - - 

102/103 
- - - - - 

Detektionsystem TaqMan SYBRGreen SYBRGreen TaqMan SYBRGreen 

R2 (Rsq) 0,965 (±0,05) 0,989 (±0,005) 0,995 (±0,002) 0,980 (±0,01) 0,982 (±0,02) 

a - Ausgangskonzentration der Enterokokken, Bifidobakterien und E.coli; b - Ausgangskonzentration der Lakto-
bazillen sowie Konzentration der gesamten Bakterien (für genaue Angaben zu Konzentrationen jeder Gruppe 
vgl. Tab. 16); c - Anzahl der durchgeführten PCRs (Wiederholungen); d - Amplifikationseffizienz und R2-Werte 
wurden für jede Reaktion nach den mathematischen Algorithmen des Mx-Pro-Programms automatisch errechnet 

Mit Hilfe der gruppenspezifischen PCRs konnten ausgewählte bakterielle Gruppen im Be-

reich von 104-109 (Lactobacillus spp. und alle Bakterien), von 103-108 (Enterococcus spp) 

und 104-108 Zellen/g Feces (Bifidobacterium spp, Escherichia spp) quantifiziert werden. Da-

bei lagen die Messbereiche für die Gesamtzahl der Bakterien, für Lactobacillus spp. und En-

terococcus spp. eine Zehnerpotenz niedriger als jene bei Bifidobacterium spp. und Escheri-

chia spp. Für die Kalibrier-Proben mit 102-103 inokulierten Zellen/g Faeces wurden keine 

positiven Fluoreszenzsignale gemessen. 

Durch die Homogenität der registrierten Ct-Werte und ihre hohe Linearität (R2-Werte von 

0,965±0,05 bis 0,995±0,002) konnte eine präzise Quantifizierung der ausgewählten bakteriel-

len Gruppen erreicht werden. 
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Speziesspezifische Real-Time PCR Assays 

Einzelne bakterielle Spezies konnten in den Standard-Proben mittels speziesspezifischer 

PCRs im Bereich von 102-107 (L. amylovorus, L. mucosae, L.reuteri, probiotischer E.faecium 

NCIMB 10415, E. faecalis) und 103-107 (L. acidophilus, L. johnsonii, E. faecium) Zellen/g 

Faeces quantifiziert werden. Mit 101 Zellen/g Faeces inokulierte Proben lieferten keine positi-

ven Fluoreszenzsignale. 

Aufgrund der Homogenität der Ct-Werte und der gemessenen Linearität (R2-Werte von 

0,965±0,05 bis 0,995±0,002) konnten die entsprechenden speziesspezifischen PCR-Assays als 

sensitiv und präzise bezeichnet werden. 

3.1.4 Vergleich von Real-Time PCR und klassischer Kultivierung 

Um den Grad der Übereinstimmung beider Methoden zu ermitteln, wurde für den in beiden 

Ansätzen abgedeckten Messbereich ein Korrelationskoeffizient (r2) berechnet. Dabei wurde 

ein starker positiver linearer Zusammenhang zwischen der Anzahl der auf selektiven Agar-

Medien gewachsenen Kolonien und der Anzahl der amplifizierten DNA-Fragmente ermittelt. 

Für die detektierten Lactobacillus spp. und Enterococcus spp. wurde eine Übereinstimmung 

beider Methoden auf dem Niveau von 0,966 bzw.0,916 (r2-Wert) registriert. Kleinere Werte - 

0,807 und 0,583 - ergaben sich bei der Detektion der gesamten Bakterien und Escherichia 

spp. 

3.1.5 Zusammenfassung zur Optimierung der Real-Time PCR Assays  

• Die Real-Time PCR weist im Vergleich zur Kultivierung eine bessere Sensitivität 

und eine höhere Spezifität auf. Die Anzahl der amplifizierten DNA-Fragmente in 

den Kalibirier-Proben korreliert in den meisten Assays stark positiv mit der Anzahl 

der koloniebildenden Einheiten (r2 =0,583-0,966); 

• Individuelle Spezies werden in den Standard-Proben mittels Real-Time PCR präzi-

ser quantifiziert als die einzelnen Gruppen. Von den SYBRGreen-Assays geliefer-

te Werte waren homogener als solche aus TaqMan-Assays.  



ERGEBNISSE 

 72 

3.2 Quantifizierung des probiotischen E. faecium NCIMB 10415 im Magen-Darm-Trakt 

der Ferkel 

Die Kolonisierung des GIT der Versuchsferkel mit dem probiotischen E. faecium NCIMB 

10415 wurde anhand des Nachweises seiner spezifischen Plasmidesequenz (Real-Time PCR) 

im Magen-, distalen Jejunum- und Colon acdendens-Inhalt untersucht. Die Ergebnisse sind 

graphisch in Abbildung 2 dargestellt. Bei der Bewertung der Ergebnisse wurden sowohl 

räumliche Differenzen in der Kolonisierung einzelner Abschnitte des GIT als auch zeitabhän-

gige Unterschiede der Kolonisierung der GIT-Abschnitte berücksichtigt. 

Hinsichtlich der zeitlichen Entwicklung konnte festgestellt werden, dass die maximale Kolo-

nisierung des GIT der Ferkel durch E. faecium NCIMB 10415 in der Saugperiode (7., 14. 

Tag) erreicht wurde, und in der Folge eine Abnahme zu verzeichnen war (Abb. 2A). So folgte 

nach der Gabe des Ergänzungsfutters (Prästarter, 28. Tag) eine drastische Abnahme der pro-

biotischen Zellzahl. Nach dem Absetzen bzw. nach dem Übergang zum Starter-Futter (31., 

35., 56. Tag), lag die Zellzahl höher als am 28. Tag, im Ganzen aber niedriger als in der 

Saugperiode. 

Betrachtet man die prozentualen Anteile von E. faecium NCIMB 10415 an der gesamten eu-

bakteriellen Population (Abb. 2C), stellt man fest, dass diese Werte im Magen und Jejunum 

nach dem Absetzen höher ausfielen als in der Saugperiode. Im Colon hingegen waren die re-

lativen Anteile des probiotischen Bakteriums in der Saugperiode höher als nach dem Abset-

zen. Mit Blick auf die prozentualen Anteile von E. faecium NCIMB 10415 an der gesamten 

Enterokokken-Population konnte keine Veränderung über die Zeit festgestellt werden (Abb. 

2B). 

Bezüglich der quantitativen Unterschiede in der Kolonisierung einzelner Lokalisationen – 

Magen vs. Jejunum; Magen vs. Colon und Colon vs. Jejunum – sind folgende Anmerkungen 

zu machen (vgl. auch die Angaben in Tab. A10): 

(i) Während der maximalen Kolonisierung des GIT der Ferkel mit dem Probiotikum (7., 14. 

Tag) war das Jejunum am geringsten besiedelt, gefolgt von Magen und Colon (p=0,04; 

0,06). Die gleiche Reihenfolge ergibt sich auch für die Unterschiede der prozentualen An-

teile von E. faecium NCIMB 10415 an der jeweiligen gesamten eubakteriellen Population: 

Höhere Prozentanteile als in Magen und Jejunum wurden im Colon gemessen (p=0,04; 

0,08), und im Magen lagen sie wiederum höher als im Jejunum (p=0,06). 

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

gen im Bereich von einer (Magen-Jejunum) bis zu zwei log10-Einheiten (Magen-Colon, 
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Jejunum-Colon). Die Unterschiede der Anteile (im Bereich von 1,26% bis 7,55%) des 

probiotischen E. faecium an der Enterokokken-Population in den untersuchten Teilen des 

GIT waren für die Saugperiode nicht signifikant. Die Unterschiede der Anteile von E. fae-

cium an der gesamten eubakteriellen Population zwischen den einzelnen Lokalisationen 

erwiesen sich nur im Vergleich von Magen und Jejunum als signifikant. 

 
Abb. 2: Quantifizierung des probiotischen E. faecium NCIMB 10415 im Magen, distalen Jejunum 

und Colon ascendens von Ferkeln der Probiotikum-Gruppe 

(Medianwerte; A - absolute Zellzahl von E. faecium NCIMB 10415 pro g Darminhalt 
(Feuchtmasse); B - prozentualer Anteil an der gesamten Enterokokken-Population; C - 
prozentualer Anteil an der gesamten eubakteriellen 16S rDNA-Population; a,b,c - Signifikanzen 
(0,01 ≤ p ≤ 0,05) für Paarunterschiede nach Wilcoxon-Test: a - Magen-Jejunum; b - Magen-Colon; c - 
Jejunum-Colon) 
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(ii)  Nach der Einführung des Prästarter-Futters, dem Übergang zum Starter-Futter und dem 

Absetzen änderte sich das Ausmaß der Kolonisierung des GIT mit Blick auf die absoluten 

Zellzahlen nur quantitativ: Magen und Jejunum wiesen, wie in der Saugperiode, eine ge-

ringere Kolonisierung auf als das Colon (p=0,04). Im Vergleich zur Saugperiode wurden 

absolute Zellzahlen auf niedrigerem Niveau (von 3,60 bis 4,58 Lg Zellzahl/ g Inhalt) so-

wie kleinere Differenzen (innerhalb einer Zehnerpotenz) beobachtet. 

Mit Blick auf die relativen Zellzahlen des probiotischen E. faecium NCIMB 10415 wur-

den allerdings im Vergleich zur Saugperiode Unterschiede beobachtet: Die prozentualen 

Anteile an der gesamten eubakteriellen Population waren im Magen und Jejunum signifi-

kant höher als im Colon (p=0,04). Hinsichtlich der Anteile des Probiotikums an der Ente-

rokokken-Population konnten kaum signifikante Unterschiede ermittelt werden. Der An-

teil an der gesamten eubakteriellen Population dagegen wies zwischen den untersuchten 

Lokalisationen sowohl am 31. und 35. Tag als auch am 56. Tag signifikante Differenzen 

auf (Tab. A10). 
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3.3 Einfluss des probiotischen E. faecium NCIMB 10415 auf die mikrobielle Besiedlung 

des Magens der Ferkel  

3.3.1 Gesamte eubakterielle Zellzahlen 

Quantitativ wurde die mikrobielle Besiedlung des Magens anhand der gesamten extrahierten 

bakteriellen DNA und der eubakteriellen 16S rDNA bewertet. 

Es wurde festgestellt, dass der Gehalt der extrahierten DNA in der Probiotikum-Gruppe wäh-

rend der gesamten Beobachtungsperiode vom 7. bis zum 56. Tag abnahm. Dabei wurde in der 

Saugperiode bei den Probiotikum-Tieren mehr DNA extrahiert als nach dem Absetzen, in der 

Kontrollgruppe hingegen wurden keine starken Abweichungen der Werte zu verschiedenen 

Untersuchungszeitpunkten beobachtet (Abb. 3A).  

Betrachtet man die fütterungsabhängigen Unterschiede, so stellt man fest, dass am 7., 14. und 

31. Tag aus dem Magen-Inhalt der Probiotikum-Tiere jeweils mehr DNA extrahiert wurde als 

in der Kontrollgruppe. Die Unterschiede zwischen beiden Fütterungsgruppen waren aber sta-

tistisch nicht signifikant (Tab. A11 im Anhang). 

Die maximale Besiedlung des Magens durch Eubakterien wurde in beiden Gruppen in der 

Saugperiode erreicht. In der Folge ergab sich hinsichtlich der eubakteriellen Zellzahlen eine 

Abnahme. In der Probiotikumgruppe wurde mit der Gabe des Prästarters (14 vs. 28 Tag) ein 

drastischer Rückgang verzeichnet. In der Kontrollgruppe dagegen wurde dieser Rückgang 

nach dem Absetzen und dem Übergang zum Starter-Futter (28. vs. 31. Tag) beobachtet (Abb. 

3B). 

Sowohl in der Saugperiode (7., 14. Tag) als auch nach dem Absetzen (31., 35., 56. Tag) lag 

die Anzahl der eubakteriellen 16S rDNA in den untersuchten DNA-Extrakten in der Probioti-

kum-Gruppe höher als bei den Kontrolltieren. Statistisch signifikant waren die Unterschiede 

zwischen beiden Gruppen allerdings nur am 56. Tag (p=0,04). Nach der Gabe des Ergän-

zungsfutters (Prästarter, 28. Tag) hatten die Probiotikum-Tiere signifikant niedrigere Werte 

als die Kontrollferkel (p=0,05) (Tab. A11 im Anhang). 
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Abb. 3: Gehalt (A) der extrahierten DNA und (B) der eubakteriellen 16S rDNA im Magen der 
Versuchsferkel 

(Mediane und einzelne Werte; p-Signifikanzen nach Mann-Whitney-Test: p*≤0,1; p** ≤0,05) 

3.3.2 Diversität der gesamten bakteriellen 16S rDNA-Population  

Die Diversität der eubakteriellen Population im Magen wurde anhand von durch DGGE er-

worbenen Daten und unter Berücksichtigung des Speziesreichtums (Richness), der Gleichver-

teilung der einzelnen bakteriellen Zellen innerhalb von Populationen eines Spezies (Even-

ness), der Gleichverteilung individueller Spezies innerhalb der gesamten bakteriellen 

Population (Shannon-Index) sowie der Dominanzverhältnisse der verschiedenen Spezies in 

der Gesamtpopulation (Simpson-Index) bewertet. Einer höheren Diversität und Homogenität 

der bakteriellen Population entsprachen dabei höhere Werte von Richness, Evennes und 

Shannon-Index sowie niedrigere beim Simpson-Index. 

Unter Berücksichtigung aller errechneter ökologischen Indizes war die bakterielle Besiedlung 

des Magens der Probiotikum-Tiere in der Saugperiode – Messungen am 7. und 14. Tag – und 

nach dem Absetzen – am 31., 35. und 56. Tag – diverser und homogener als die der Kontroll-

gruppe. Die ermittelten Unterschiede waren allerdings mit Ausnahme der Evenness (am 14. 

Tag, p=0,05), des Shannon-Index (am 14. Tag, p=0,05) und Simpson-Index (am 35. Tag, 

p=0,03) statistisch nicht signifikant (Abb. 4A, B, C, D). 

Die Ergänzung der Milchdiät um Prästarter (28. Tag) führte zu drastischen Veränderungen in 

der Zusammensetzung der eubakteriellen Besiedlung in der Probiotikum-Gruppe – danach 

waren sowohl der Speziesreichtum als auch die entsprechenden Homogenitätsparameter in 

der Kontrollgruppe größer als in der Probiotikum-Gruppe. Signifikant unterschiedlich waren 



ERGEBNISSE 

 77 

7 14 28 31 35 56

0,00

10,00

20,00

30,00

40,00

50,00

A
n

za
hl

 d
er

 b
ak

te
ri

el
le

n
 G

ru
pp

en
/S

p
ez

ie
s

   
   

   
   

   
   

   
  (

R
ic

hn
es

s)

�

�

�

�
�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

��

�

�

�

�
�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
�

�
�
�

�

�����

p*

7 14 28 31 35 56
0,00

0,25

0,50

0,75

1,00

E
ve

ne
ss

�
� �

�

�

�
�

�

�

�

�

�

�

��

�

�

�

�

�

�

�

�
�

�

�
�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

��

�

�
�

�

�

�

�

�

��

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

p**     p**

7 14 28 31 35 56

0,00

1,00

2,00

3,00

Sh
an

on
-I

n
de

x

�

� �

�
�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

��

�

�
�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

��

�

�

�

�

�

�

�

�����

p**        p**

Alter, Tage

p*** p**

7 14 28 31 35 56

Alter, Tage

0,00

0,25

0,50

0,75

1,00

Si
m

ps
on

-I
nd

ex

�

�
�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
�

�

�

�

�

�

�

��

�

�

�

�
�

�

�

�
�

�
�

�

��

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

Alter [Tage] Alter [Tage] 

Probiotikum-Gruppe Kontrollgruppe 

A) 
 

B) 
 

C) 
 

D) 
 

dabei die Werte für Evenness (p=0,01) und den Simpson-Index (p=0,03) (Abb. 4B, D). Tabel-

larisch sind alle errechneten Diversitäts-Indizes in Tab. A12 im Anhang zusammengefasst. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 4: Diversität der bakteriellen 16S rDNA-Populationen im Magen der Versuchsferkel 

(Mediane und einzelne Werte; A- Artenreichtum od. Richness; B – Evenness; C – Shannon-Index; 
D – Simpson-Index, p - Signifikanzen nach Mann-Whitney-Test: p*≤0,1; p** ≤0,05) 

3.3.3 Ähnlichkeit der gesamten bakteriellen 16S rDNA-Population  

Die Ähnlichkeit der 16S rDNA-Profile wurde anhand der Anzahl der gemeinsamen Spezies 

(Sörensen-Quotient) bewertet. Es wurden Übereinstimmungen der bakteriellen Besiedlung 

sowohl zwischen den einzelnen Tieren innerhalb einer Fütterungsgruppe (Probiotikum bzw. 

Kontrolle) als auch zwischen den Tieren aus verschiedenen Fütterungsgruppen (Probiotikum 

vs. Kontrolle) ermittelt. Es wurde festgestellt, dass die Magen-Mikrobiota der einzelnen Tiere 

in der Probiotikum-Gruppe am 7., 14., 28. und 31., 35. und 56. Tag signifikant ähnlicher als 

in der Kontrollgruppe (p=0,001-0,10) war (Abb. 5A). Dabei waren die 16S rDNA-Profile im 
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Magen der einzelnen Probiotikum-Tiere (innerhalb einer Gruppe) in der Saugperiode ähnli-

cher als nach dem Absetzen. Die Ähnlichkeit der 16S rDNA-Profile zwischen beiden Grup-

pen war in der Saugperiode geringer und nahm mit dem Alter zu, am unterschiedlichsten wa-

ren dabei die beiden Fütterungsgruppen am 28. Tag (Abb. 5B). Eine tabellarische Übersicht 

über die errechneten Sörensen-Werte findet sich in Tab. A13 im Anhang. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 5: Sörensen-Ähnlichkeitswerte der bakteriellen 16S rDNA-Populationen im Magen der Ver-
suchsferkel, innerhalb (A) und zwischen (B) den Fütterungsgruppen  

(A: dunkle Boxplots – Probiotikum-Gruppe, helle Boxplots – Kontrollgruppe, p-Signifikanzen 
nach Mann-Whitney-Test: p*≤0,1; p***≤0,005; B: a – signifikante Unterschiede gemessen ge-
genüber der Probiotikum-Gruppe, b - signifikante Unterschiede gemessen gegenüber der Kon-
trollgruppe, ○ - Ausreißerwerte) 

3.3.4 Quantität der dominanten bakteriellen Gruppen  

Um den Einfluss des probiotischen E. faecium NCIMB 10415 auf die Kolonisierung des Ma-

gens durch einzelne bakterielle Populationen zu untersuchen, wurden Lactobacillus spp., En-

terococcus spp., Bifidobacterium spp. und Escherichia spp. im Magen-Inhalt der Versuchstie-

re mittels gruppenspezifischer Primer quantifiziert. Die Ergebnisse sind in den Abbildungen 6 

und 7 graphisch aufbereitet.und im Anhang tabellarisch zusammengefasst (Tab. A14, A15)  

Die Ergebnisse der Quantifizierung der Lactobacillus spp., Enterococcus spp., Bifidobacteri-

um spp. und Escherichia spp. zeigen, unabhängig von der Fütterungsvariante, eine ähnliche 

zeitliche Entwicklung wie die Ergebnisse der DGGE: Die maximale Kolonisierung wurde in 

beiden Gruppen in der Saugperiode erreicht, während die weitere Entwicklung der bakteriel-

len Populationen durch eine Abnahme der Anzahl der Bakterien und einen gleichzeitigen An-

stieg ihrer relativen Anteile an der gesamten eubakteriellen Population charakterisiert ist. 



ERGEBNISSE 

 79 

Alter, Tage

p*       p*

7 14 28 31 35 56
0,00

2,00

4,00

6,00

8,00

10,00

12,00

14,00

%
 L

ac
to

b
ac

ill
u

s 
sp

p 
vo

n 
E

ub

�

�

�

�
�

�

�

�

�

�

� �

�

�

� �

�

�

�

�

��
�

�

�
�

�

�

�

�

�

�
�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

p* p**

7 14 28 31 35 56
2,00

3,00

4,00

5,00

6,00

7,00

8,00

9,00

10,00

 L
og

 Z
el

lz
ah

l/g
 I

n
ha

lt �
�

�

� �

�

� �

� �

�
�

�

�

�

�

�
�

�

�

�

�

�
�

� �

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

� �

�

�

�

� �

�

� �

�
�

�

� �

�

�

�

�

�

�

�

�

�
�

�

�

�

�

�
� �

� �

p**                       p*** p***  p*

7 14 28 31 35 56
2,00

3,00

4,00

5,00

6,00

7,00

8,00

9,00

10,00

L
og

 Z
el

lz
ah

l/g
 I

nh
al

t

�

�

�

�
�

�

�
�

�

�

� �

�

�

�

�

�
�

�
�

�
�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
�

�

�
�

�

� �
�

�

� �

�

�

�

� � �

�
�

�

�

�
�

�
�

�

�

�

�

�

�

�
�

�

�
�

�

2A 

1B 
 

Z
el

lz
ah

l [
L

og
10

 Z
el

le
n/

g
 F

M
] 

Z
el

lz
ah

l [
L

og
10

 Z
el

le
n/

g
 F

M
] 

R
el

at
iv

er
 A

n
te

il 
[%

] 

Alter [Tage] 

1A 
 

2B 

0,001

0,01

0,1

1
p* p*p*

7 14 28 31 35 56

%
 E

nt
er

oc
oc

cu
s 

sp
p 

vo
n 

E
ub

�
�

�

�

�

�

�

�
�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

� �

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
�

�

�

�

�

�

�

�

� �

�
�

�

�

�

�

�
�

�
�

�

�

�

�

�

�

�

� � �

�
�

�

Alter, Tage

R
el

at
iv

er
 A

n
te

il 
[%

] 

Alter [Tage] 

Probiotikum-Gruppe Kontrollgruppe 

Lactobacillus spp. 

Die Mägen der Probiotikum-Tiere wurden am 7., 14., 31. und 56. Tag im Vergleich zur Kon-

trollgruppe stärker mit Lactobacillus spp. besiedelt (Abb. 6-1A). Gemessen an den prozentua-

len Anteilen an der gesamten eubakteriellen Population war die Lactobacillus spp.-Population 

der Probiotikum-Gruppe am 14., 31. und 56. ebenfalls größer als die der Kontrollgruppe 

(Abb. 6-1B). Anhand der statistischen Signifikanz sind Unterschiede zwischen den beiden 

Gruppen als nicht signifikant zu bezeichnen (Ausnahme 28. Tag 9,07 vs. 10,04 Lg Zellzahl/g 

Feuchtmasse, p=0,05).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Abb. 6: Populationen von Lactobacillus spp. (1) und Enterococcus spp. (2) im Magen der 
Versuchsferkel 

(Mediane und einzelne Werte; Reihe A – Zellzahl/g Inhalt (Feuchtmasse); Reihe B – prozentuale 
Anteile der bakteriellen Gruppe an der gesamten eubakteriellen Population; p-Signifikanzen nach 
Mann-Whitney-Test: p*≤0,1; p** ≤0,05; p*** ≤0,005) 
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Enterococcus spp.  

Die Dynamik der Enterokokken-Population im Magen der Versuchstiere wies während der 

gesamten Beobachtungsperiode eine Abnahme der absoluten Zellzahl und einen Anstieg ihrer 

prozentualen Anteile an der gesamten eubakteriellen Population auf. Dabei waren die absolu-

ten Zellzahlen signifikant und die prozentualen Anteile von Enterococcus spp. in der Probio-

tikum-Gruppe an allen Beobachtungstagen außer dem 28. Tag tendenziell höher als jene in 

der Kontrolle (Abb. 6-2A, B). 

Escherichia spp. 

Quantitativ wurden anhand der absoluten Zellzahlen keine statistisch signifikanten gruppen-

abhängigen Unterschiede ermittelt, die Werte der Probiotikum-Gruppe waren aber ab dem 14. 

Tag niedriger als in der Kontrolle (Abb. 7-1A). Die prozentualen Anteile von Escherichia 

spp. an der gesamten eubakteriellen Population im Magen der Probiotikum-Tiere waren ins-

gesamt geringer als bei den Kontrollferkeln. Am 31. und 35. Tag waren diese Werte in der 

Probiotikum-Gruppe allerdings tendenziell höher als in der Kontrolle  (p=0,11). In der Saug-

periode, am 7. Tag, waren sowohl absolute wie relative Werte in der Probiotikum-Gruppe 

höher als in der Kontrollgruppe (Abb. 7-1B). 

Bifidobacterium spp. 

Die Kolonisierung des Magens durch Bifidobacterium spp. wurde nur für die Saugperiode 

ermittelt. Die Untersuchung der DNA-Extrakte vom 31., 35. und 56. Tag ergab keine Werte 

und wurden deshalb nicht in die Analyse miteinbezogen. Für die gemessenen Daten konnten 

allerdings keine statistischen Unterschiede festgestellt werden; die absolute Zellzahl war aber 

in der Probiotikum-Gruppe am 7. und 14. Tag höher und am 28. Tag niedriger als in der Kon-

trolle (Abb. 7-2A). Der prozentuale Anteil von Bifidobacterium spp. an der gesamten 16S 

rDNA-Population war in der Probiotikum-Gruppe am 14. und 28. Tag höher als in der Kon-

trollgruppe (Abb. 7-2B). 



ERGEBNISSE 

 81 

p* p*

0,000001

0,0001

0,01

1

7 14 28 31 35 56
%

 E
nt

er
ob

ac
te

ri
ac

ea
e 

vo
n

 E
u

b

�

�

�

� �

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

��

�

�

�

�

�

�
�

� �

�

�
�

�

�

�

�

�

�

�
�

�

� �

�

�

� � �

�

�

�

0,00001

0,001

0,1

n=2/4                n=2/2 n=2/1

7 14 28

Alter, Tage

2,00

3,00

4,00

5,00

6,00

7,00

8,00

9,00

10,00

 L
og

 Z
el

lz
ah

l/g
 I

n
ha

lt

�
� �

�

�

�

�

�

�

�

�
�

�

�

�

�

�

�

�
�

�

0,00001

0,0001

0,001

0,01

0,1

7 14 28

%
 B

if
id

ob
ac

te
ri

um
 s

p
p 

vo
n 

E
ub

�

� �
�

�
�

�

�

�

�

�
�

��

�

�

�

�

�

�

�

Alter, Tage

1

1A 

2A 2B 
R

el
at

iv
er

 A
n

te
il 

[%
] 

Alter [Tage] Alter [Tage] 

7 14 28 31 35 56
2,00

3,00

4,00

5,00

6,00

7,00

8,00

9,00

10,00

 L
og

 Z
el

lz
ah

l/g
 I

n
ha

lt

�

�

�

�

�

�

�

�
�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

� �

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

� �
�

�

�
�

R
el

at
iv

er
 A

n
te

il 
[%

] 

Z
el

lz
ah

l [
L

og
10

 Z
el

le
n/

g
 F

M
] 

Z
el

lz
ah

l [
L

og
10

 Z
el

le
n/

g
 F

M
] 

1B 

Probiotikum-Gruppe Kontrollgruppe 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 

Abb. 7: Populationen von Escherichia spp. (1) und Bifidobacterium spp. (2) im Magen der 
Versuchsferkel 

(Mediane und einzelne Werte; Reihe A – Zellzahl/g Inhalt (Feuchtmasse); Reihe B – prozentuale 
Anteile der bakteriellen Gruppe an der gesamten eubakteriellen Population; p-Signifikanzen nach 
Mann-Whitney-Test: p*≤0,1; p** ≤0,05; p*** ≤0,005) 

3.3.5 Quantität der einzelnen Stämme 

Um den möglichen Einfluss des probiotischen E. faecium NCIMB 10414 auf einzelne Stäm-

me zu untersuchen, wurden sowohl die phylogenetisch nahverwandten E. faecium und E. fae-

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

lichen Entwicklung der Populationen einzelner Spezies entsprachen die ermittelten Daten den 

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

lonisierung des Magens mit einzelnen Stämmen wurde in der Saugperiode registriert (7., 14. 
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Tag, alle getesteten Stämme) und nahm im Weiteren (31., 35. und 56. Tag) tendenziell ab; die 

prozentualen Anteile (bzw. die Aktivität) stiegen mit zunehmendem Alter für L. johnsonii, L. 

mucosae und L. reuteri an. 

L. acidophilus  

Der Nachweis der spezifischen 16S rDNA-Sequenz von L. acidophilus ergab keine statistisch 

signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Versuchsgruppen. Insgesamt waren nur we-

nige Proben (in der Probiotikum- wie in der Kontrollgruppe) L. acidophilus-positiv. Rein nu-

merisch waren die Zellzahl von L. acidophilus sowie der relative Anteil an der gesamten Lak-

tobazillen-Population in der Probiotikum-Gruppe am 7., 14. und 56. Tag höher als in der 

Kontrolle (Tab. A16 im Anhang).  

L. amylovorus/L.sobrius  

Die Quantifizierung von L. amylovorus zeigte, dass am 7. und 56. Tag die L. amylovorus-

Population im Magen der Probiotikum-Tiere größer war als in der Kontrollgruppe. Am 28., 

31. und 35. Tag dagegen waren die entsprechenden Werte in der Probiotikum-Gruppe niedri-

ger als in der Kontrolle. Die Unterschiede zwischen den Werten sind aber nur als numerisch 

oder tendenziell zu bezeichnen (Abb. 8-1A). Bezüglich der relativen Werte von L. amylovo-

rus (prozentuale Anteile an der gesamten Laktobazillen-Population) waren ebenso keine sta-

tistisch signifikanten Unterschiede zwischen beiden Fütterungsgruppen zu konstatieren. Rein 

numerisch waren dabei diese Werte im Magen der Probiotikum-Ferkel kleiner als bei den 

Kontrolltieren. Die Messwerte lagen im Bereich von 0,48% bis 16,05% (Abb. 8-1B und Tab. 

A16 im Anhang).  

L. johnsonii 

Die Besiedlung des Magens mit L. johnsonii war in der Saugperiode (7., 14. Tag) wie auch 

nach dem Absetzen (31., 35., 56. Tag) in der Probiotikum-Gruppe höher als in der Kontrolle. 

Statistisch signifikante Abweichungen konnten für den 14. und 56. Tag festgestellt werden 

(p=0,05; p=0,02) (Abb. 8-2A). Dabei waren auch die prozentualen Anteile von L. johnsonii 

an der gesamten Laktobazillen-Population bei den Probiotikum-Ferkeln signifikant höher als 

bei den Kontrolltieren (14. Tag p=0,05, 28. Tag p=0,03) (Abb. 8-2B). Tabellarisch sind die L. 

johnsonii-Werte in Tabelle A16 im Anhang dargestellt. 
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Abb. 8: Populationen von L. amylovorus (1) und L. johnsonii (2) im Magen der Versuchsferkel 

(Mediane und einzelne Werte; Reihe A – Zellzahl/g Inhalt (FM); Reihe B – prozentuale Anteile 
der bakteriellen Gruppe an der gesamten Laktobazillen-Population; p-Signifikanzen nach Mann-
Whitney-Test: p*≤0,1; p** ≤0,05;) 

L. mucosae 

Der Nachweis von L. mucosae zeigte, dass die Mägen der Kontrolltiere insgesamt mehr als 

jene der Probiotikum-Ferkel von dieser Spezies kolonisiert wurden. Wie im Fall von L. aci-

dophilus waren aber in beiden Gruppen nur wenige Proben L. mucosae-positiv. Die Unter-

schiede zwischen beiden Gruppen waren – mit Ausnahme des 28. Tag (Probioti-

kum/Kontrolle: 5,99 vs. 6,97 Lg Zellzahl/g Feuchtmasse; p=0,10) – nicht signifikant (Abb. 9-

1A und Tab. A17 Anhang). Rein numerisch waren die relativen Anteile von L. mucosae an 
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der gesamten Laktobazillen-Population in der Probiotikum-Gruppe am 28. und 31. Tag höher 

als in der Kontrolle (Abb. 9-1B).  

L. reuteri 

Die Population von L. reuteri im Magen der Probiotikum-Ferkel lag am 14., 31. und am 56. 

Tag höher als in der Kontrolle. Als signifikant erwiesen sich die Unterschiede allerdings nur 

am 56. Tag (p=0,05) (Abb. 9-2A und Tab. A17 im Anhang). Die prozentualen Anteile von L. 

reuteri an der gesamten Laktobazillen-Population in der Probiotikum-Gruppe lagen analog zu 

L. mucosae am 28. und 31. Tag rein numerisch höher und am 7., 14. und 35. Tag niedriger als 

in der Kontrollgruppe (Abb. 9-2B). 

 

 

 

Abb. 9: Populationen von L. mucosae (1) und L. reuteri (2) im Magen der Versuchsferkel 

(Mediane und einzelne Werte; Reihe A – Zellzahl/g Inhalt (Feuchtmasse); Reihe B – prozentuale 
Anteile der Spezies an der gesamten Laktobazillen-Population; p-Signifikanzen nach Mann-
Whitney-Test: p*≤0,1; p** ≤0,05) 
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E. faecium  

Die Population von E. faecium im Magen der Probiotikum-Ferkel war insgesamt zahlreicher 

als die der Kontrolltiere. Dabei waren Proben der Probiotikum-Gruppe häufiger E. faecium-

positiv als solche der Kontrolle. Signifikant unterschiedlich waren die absoluten Werte beider 

Gruppen allerdings nur für den 7. Tag. Die prozentualen Anteile von E. faecium an der ge-

samten Enterokokken-Population in der Probiotikum-Gruppe lagen nur am 7. und 31. über 

jenen in der Kontrolle. Am 14., 35. und 56. Tag waren die entsprechenden Werte in der Kon-

trolle höher. Diese relativen Zahlen von E. faecium waren in beiden Gruppen nicht signifikant 

unterschiedlich (Tab. 21). 

Tab. 21: Zelldichte der E. faecium- und E. faecalis-Population im Magen der Versuchsferkel 

 Zellzahl 
 [Log10 Zellen/g Feuchtmasse] 

Anteil an der gesamten Enterokokken-
Population [%] 

Alter Kontolle  
(N=5) 

Probiotikuma 

 (N=5)b 
Nc Pd Kontrolle  

(N=5) 
Probiotikum 

 (N=5) 
n P 

 
 E. faecium 
7 3,4e 

(3,15-3,64) 
4,53 

(3,74-6,47) 
3/5 0,02 0,39 

(0,10-10,99) 
4,02 

(0,24-46,66) 
3/5 0,45 

14 4,39 
(3,62-5,16) 

5,16 
(4,13-5,75) 

2/5 0,32 18,63 14,24 
(0,89-35,86) 

2/5 0,7 

28 3,19 
 

3,77 
(3,77-3,77) 

1/2 0,15 0,36 4,91 
(1,33-8,48) 

1/2 0,22 

31 2,71 
 

3,74 
(3,67-3,81) 

1/2 0,22 2,82 3,18 
(2,42-3,94) 

1/2 1 

35 3,17 
 

3,46 
(2,97-3,82) 

1/3 0,65 6,01 2,77 
(2,21-5,49) 

1/3 0,18 

56 3,48 
 

3,96 
(3,75-4,07) 

1/3 0,18 14,86 4,60 
(4,42-5,06) 

1/3 0,18 

 E. faecalis 
7 3,13 

(2,98-3,33) 
3,86 

(3,04-3,9) 
4/3 0,28 

 
0,78 

(0,07-4,03) 
0,11 

(0,07-0,20) 
4/3 0,28 

14 2,78 
(2,69-4,99) 

2,71 
(2,56-2,86) 

3/2 0,56 7,23 
(1,08-13,38) 

0,02 
(0,003-0,053) 

3/2 0,12 

28 3,42 
(3,07-3,77) 

3,12 2/1 - 0,28 
(0,00-0,30) 

0,77 2/1 0,22 

31 2,45 
(2,34-2,73) 

3,34 
(2,89-3,79) 

5/2 0,05 1,47 
(1,38-9,66) 

1,31 
(0,48-2,15) 

5/2 0,43 

35 2,85 
(2,04-3,3) 

2,97 
(2,46-3,54) 

4/4 0,77 3,91 
(0,72-7,47) 

1,09 
(0,24-1,42) 

4/4 0,14 

56 2,89 
(2,39-3,41) 

3,09 
(3,0-3,1) 

3/3 0,51 7,78 
(3,50-12,51) 

0,63 
(0,42-0,96) 

3/3 0,05 

a -Fütterungsgruppe; b - Anzahl der untersuchten Proben; c - Anzahl der positiven Ergebnisse von jeweils fünf 
untersuchten Proben (Kontrollgruppe/Probiotikum-Gruppe); d - Signifikanz nach Mann-Whitney-Test; e - Medi-
an (minimaler Wert-maximaler Wert) 

E. faecalis 

Die Kolonisierung des Magens mit E. faecalis wurde analog zur E. faecium-Population an-

hand von nur wenigen E. faecalis-positiven Proben bewertet. Dabei war am 7., 31., 35. und 

56. Tag die E. faecalis-Population in der Probiotikum-Gruppe zahlreicher als in der Kontrolle. 
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Signifikant waren die Unterschiede zwischen beiden Gruppen lediglich am 31. Tag (p=0,05). 

Gemessen an den prozentualen Anteilen von E. faecalis an der gesamten Enterokokken-

Population war aber die E. faecalis-Population der Kontrollgruppe größer als die der Probio-

tikumgruppe, mit einem signifikanten Unterschied am 56. Tag: 0,63% vs. 7,78%, p=0,05 

(Tab. 22). 

3.3.6 Laktat  

Als Maß der metabolischen Aktivität der Milchsäurebakterien in der bakteriellen Populatio-

nen des Magens wurden die Konzentrationen von D(-)- und L(+)-Isomeren der Milchsäure 

sowie ihre Summe verwendet.  

Die Analyse der Dynamik des Laktats zeigte, dass im Magen der Versuchstiere in beiden 

Gruppen mit dem zunehmenden Alter immer weniger Milchsäure entstand (Abb. 10A, Tab. 

A18 im Anhang). Im Vergleich bildete sich am 7. und 14. Tag numerisch und am 56. Tag 

tendenziell (p=0,10) mehr Laktat im Magen der Probiotikum-Tiere als bei den Kontrollfer-

keln. Am 28., 31. und 35. Tag lagen dagegen die entsprechenden Werte in der Kontrollgruppe 

(insignifikant) höher.  

Dieser Tendenz entsprach auch die Dynamik der Konzentration von D(-)- und L(+)-Isomeren 

der Milchsäure. Quantitativ war der Gehalt sowohl von D(-)- als auch von L (+)-Isomeren in 

der Probiotikum-Gruppe am 7. und 14. Tag numerisch und am 56. Tag signifikant  höher als 

bei den Kontrollferkeln. Am 28., 31. und 35. Tag lagen die entsprechenden Werte in der Kon-

trolle höher (Tab. A19). 

Im Hinblick auf die prozentualen Anteile der beiden Isomere am gesamten Milchsäuregehalt 

wurde festgestellt, dass mit dem zunehmenden Alter immer weniger D(-)- und immer mehr 

L(+)-Isomere entstanden. Dabei wurden in der Probiotikum-Gruppe am 7., 14. und 56. 

(p=0,01) Tag im Vergleich zu der Kontrolle höhere Gehalte von D (-) Isomeren, am 28. 

(p=0,07), 31. und 35. dagegen höhere Gehalte von L(+)-Isomeren registriert (Tab. A19). Ein 

graphischer Überblick über die Dynamik der L(+) und D(-)Isomere des Laktats ist in Form 

des Verhältnisses von L-Laktat zu D-Laktat in Abbildung 10B dargestellt.  
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Abb. 10: Laktat im Magen der Versuchsferkel 

(Mediane und einzelne Werte; A – Gesamt-Laktat; B - Verhältnis L/D-Laktat; p-Signifikanzen 
nach Mann-Whitney-Test: p*≤0,1, p** ≤0,05) 

3.3.7 Zusammenfassung Magen 

Hinsichtlich der Dynamik aus der DGGE- und Real-Time PCR-Analyse der Magen-

Mikrobiota wurden weitgehend identische Tendenzen festgestellt: Die Magen-Mikrobiota war 

in beiden Fütterungsgruppen in der Saugperiode (7., 14. Tag) diverser, homogener und meta-

bolisch aktiver (Laktat) als nach dem Absetzen (31., 35., 56. Tag). Nach dem Absetzen änder-

te sich die Größe der bakteriellen Population nicht, es stiegen aber die prozentualen Anteile 

von einzelnen untersuchten Gruppen und Spezies. 

Die mittels DGGE gemessene Diversität der Magen-Mikrobiota wies nur teilweise statistisch 

signifikante Ergebnisse auf. Anhand der Ähnlichkeitsindizes allerdings wurden stark signifi-

kante Unterschiede zwischen beiden Gruppen festgestellt: Bakterielle Gemeinschaften der 

Probiotikum-Gruppe waren homogener bzw. zwischen einander ähnlicher als solche der Kon-

trollgruppe. 

Während der Saugperiode (7., 14. Tag) wies das probiotische E. faecium NCIMB 10415 eine 

fördernde Wirkung auf die bakteriellen Populationen von Lactobacillus spp., Enterococcus 

spp., Bifidobacterium spp., das nahverwandte E. faecium sowie die homofermentativen L. 

acidophilus, L. amylovorus und L. johnsonii auf. Auf Escherichia spp., L. mucosae und L. 

reuteri wies der untersuchte probiotische Stamm in dieser Phase eine hemmende Wirkung 

auf, statistisch signifikant waren die Unterschiede allerdings nur für L. reuteri. Die Magen-

Probiotikum-Gruppe Kontrollgruppe 
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Mikrobiota der Probiotikum-Tiere produzierte auch mehr Laktat, darunter mehr D(-)- als 

L(+)-Isomere. 

Der Übergang zum Festfutter bzw. die Verfütterung des Probiotikums in der Form der Beimi-

schung zum Prästarter-Futter führte in der Probiotikum-Gruppe zur Verringerung der Zellzahl 

sowohl auf der Gruppen- als auch auf der Spezies-Ebene. Die prozentualen Anteile der unter-

suchten bakteriellen Gruppen und Spezies blieben aber in der Probiotikumgruppe höher als in 

der Kontrolle: Es wurden hohe prozentuale Anteile von Enterococcus spp., von heterofermen-

tativen L. reuteri und L. mucosae und von homofermentativen L. johnsonii und L.acidophilus 

registriert. Die Laktat-Konzentration verringerte sich, dabei gab es in der Probiotikum-Gruppe 

mehr L(+)-Isomere. 

Das Absetzen und der Übergang zum Starterfutter bzw. zur Verfütterung des Probiotikums in 

Form der Beimischung zum Starter-Futter beeinflussten die bakteriellen Gemeinschaften des 

Magens, was sich insbesondere in größeren Populationen von Lactobacillus spp., Enterococ-

cus spp., L.johnsonii und L. reuteri äußerte. Die relativen Anteile der untersuchten bakteriel-

len Gruppen und Spezies waren in der Probiotikum-Gruppe – wenngleich nicht statistisch 

signifikant – höher als in der Kontrolle. Die metabolische Aktivität der Magen-Mikrobiota, 

gemessen anhand der Laktat-Konzentration, war in der Kontroll-Gruppe rein numerisch höher 

als bei den Probiotikum-Tieren, die aber ihrerseits höhere Konzentrationen von L-Laktat auf-

wiesen. 

Im Alter von 56. Tagen war bei den Tieren der Probiotikum-Gruppe eine förderliche Wirkung 

von E. faecium NCIMB 10415 in Gestalt einer Zunahme der Populationen von Lactobacillus 

spp., Enterococcus spp., L. johnsonii, L. reuteri und L. mucosae zu beobachten. Auch die pro-

zentualen Anteile dieser Gruppen und Spezies waren in der Probiotikum-Gruppe höher als in 

der Kontrolle. Ebenso wie an anderen Untersuchungszeitpunkten wurde hinsichtlich der E-

scherichia spp. eine hemmende Wirkung des untersuchten probiotischen Stamm festgestellt, 

die Werte waren jedoch statistisch insignifikant. 
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3.4 Einfluss des probiotischen E. faecium NCIMB 10415 auf die mikrobielle Besiedlung 

des distalen Jejunums der Ferkel 

3.4.1 Gesamte eubakterielle Zellzahlen 

Die mikrobielle Besiedlung des Jejunums wurde analog zum Magen anhand (i) der gesamten 

extrahierten DNA und (ii) der eubakteriellen 16S rDNA bewertet.  

(i) Insgesamt entsprach die Dynamik der DNA-Konzentration im Jejunum der im Magen: In 

der Saugperiode wurde bei den Probiotikum-Tieren mehr DNA extrahiert als nach dem Ab-

setzen. Es wurde während der gesamten Beobachtungsperiode aus den Proben der Probioti-

kum-Gruppe mehr DNA extrahiert als aus den Proben der Kontrollgruppe.  

Für den 14. und 28. Tag sind die Unterschiede zwischen beiden Gruppen signifikant – p=0,03 

und p=0,04 (Abb. 11A). Dabei entwickelte sich die DNA-Konzentration in der Probiotikum-

Gruppe dynamischer als in der Kontrolle: So wurde in der Saugperiode bei der Probiotikum-

Tieren mehr DNA extrahiert (368,4-781,9 ng/µl) als nach dem Absetzen (136,6-422,1 ng/µl). 

In der Kontrollgruppe hingegen wurden während der gesamten Beobachtungsperiode in etwa 

die gleichen Mengen DNA gewonnen – 122,1-173,1 ng/µl (vgl. Tab. A20 im Anhang). 

(ii) Bei der Analyse der zeitlichen Entwicklung der 16S rDNA-Population für beide Gruppen 

galt, dass in der Saugperiode (7., 14., 28. Tag) die Populationen zahlreicher waren als nach 

dem Absetzen. Dabei wurde in der PG bereits vor dem Absetzen, nach Beginn der Gabe des 

Prästarters (28. Tag) eine deutliche Abnahme beobachtet, in der Kontrollgruppe hingegen erst 

nach dem Absetzen (31. Tag) (Abb. 11B). Die Anzahl der eubakteriellen 16S rDNA in beiden 

Gruppen ist nicht signifikant unterschiedlich. Rein zahlenmäßig war in der Probiotikum-

Gruppe am 14. und 56. Tag die bakterielle 16S rDNA-Population größer als in der Kontroll-

gruppe. 
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Abb. 11: Gehalt (A) der extrahierten DNA und (B) der eubakteriellen 16S rDNA im distalen Jeju-
num der Versuchsferkel 

(Mediane und einzelne Werte; p-Signifikanzen nach Mann-Whitney-Test: p** ≤0,05) 

3.4.2 Diversität der eubakteriellen 16S rDNA-Population im distalen Jejunum der Ferkel 

Wiederum analog zum Magen wurde die Diversität der bakteriellen 16S rDNA-Population im 

Jejunum unter Berücksichtigung des Speziesreichtum (Richness), der Gleichverteilung der 

einzelnen bakteriellen Zellen innerhalb der Population einer Spezies (Evenness), der Gleich-

verteilung individueller Spezies innerhalb der gesamten bakteriellen Population (Shannon-

Index) und der Dominanzverhältnisse dieser einzelnen Spezies mit Blick auf die Gesamtpopu-

lation (Simpson-Index) bewertet. Einer höheren Diversität und Homogenität der bakteriellen 

Population entsprachen dabei höhere Werte von Richness, Evenness und Shannon-Index so-

wie niedrigere beim Simpson-Index.  

Es stellte sich heraus, dass die Jejunum-Mikrobiota der Probiotikum-Tiere nur am 14. und 56. 

Tag diverser und homogener als jene der Kontrollgruppe war. Am 7. Tag waren Diversität 

und Homogenität der bakteriellen 16S rDNA-Population in der Probiotikum-Gruppe niedriger 

als in der Kontrolle. Die Ergänzung der Milchdiät um Prästarter (28. Tag) sowie das Absetzen 

und der Übergang zum Starter-Futter (31., 35. Tag) führten, wie im Magen, zur Veränderung 

der Zusammensetzung der Jejunum-Mikrobiota in beiden Fütterungsgruppen: Der Spezies-

reichtum in der Probiotikum-Gruppe lag höher als in der Kontrolle (Abb. 12A), aber die Ho-

mogenität der Populationen einzelner Spezies (Evenness 31. Tag, p=0,04), sowie die Domi-

nanz (Simpson-Index, p=0,04) und Gleichverteilung innerhalb der Gesamtpopulation 
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(Shannon-Index) waren kleiner als bei den Kontrolltieren (Abb. 12B, C, D). Alle errechneten 

Diversitätsindizes sind in Tab. A21 im Anhang aufgeführt. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 12: Diversität der bakteriellen 16S rDNA-Populationen im distalen Jejunum der 
Versuchsferkel 

(Mediane und einzelne Werte; A - Artenreichtum od. Richness; B - Evenness;   C - Shannon-
Index; D - Simpson-Index, p - Signifikanzen nach Mann-Whitney-Test: p*≤0,1; p** ≤0,05) 
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3.4.3 Ähnlichkeit der gesamten bakteriellen 16S rDNA-Population im distalen Jejunum 

der Ferkel 

Die Ähnlichkeit der 16S rDNA-Profile wurde wiederum anhand der Anzahl gemeinsamer 

Spezies (Sörensen-Quotient) bewertet. Es wurden Übereinstimmungen der Mikrobiota zwi-

schen den einzelnen Tieren innerhalb einer Fütterungsgruppe (Probiotikum- oder Kontroll-

gruppe) sowie zwischen einzelnen Tieren der verschiedenen Fütterungsgruppen (Probioti-

kum- vs. Kontrollgruppe) ermittelt. 

Insgesamt waren sich die bakterielle Gemeinschaften im distalen Jejunum der einzelnen Tiere 

in der Probiotikum-Gruppe am 7., 14., 28. und 31. Tag signifikant ähnlicher als jene der Kon-

trolle (p=0,005-0,05). Für den 35. Tag lag der Sörensen-Quotient in der Probiotikum-Gruppe 

niedriger als in der Kontrolle (Abb. 13A). Die 16S rDNA-Profile der einzelnen Tiere (inner-

halb einer Gruppe) waren in der Probiotikum-Gruppe in der Saugperiode ähnlicher, in der 

Kontrollgruppe dagegen nach dem Absetzen (35., 56. Tag). Am unterschiedlichsten stellten 

sich die Jejunum-Mikrobiota beider Gruppen nach dem Absetzen am 35. Tag dar (Abb. 13B).  

In tabellarischer Form sind die die errechneten Sörensen-Werte in Tab. A22 im Anhang zu-

sammengefasst. 

 

 

 

Abb. 13: Sörensen-Ähnlichkeitswerte der bakteriellen 16S rDNA-Populationen im distalen 
Jejunum der Versuchsferkel (A) innerhalb und (B) zwischen den Fütterungsgruppen  

(A:  dunkle Boxplots – Probiotikum-Gruppe, helle Boxplots – Kontrollgruppe, p-Signifikanzen 
nach Mann-Whitney-Test: p*≤0,1; p** ≤0,05; p*** ≤0,005; B: a – signifikante Unterschiede ge-
messen gegenüber der Probiotikum-Gruppe, b - signifikante Unterschiede gemessen gegenüber 
der Kontrollgruppe) 
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3.4.4 Quantität der dominanten bakteriellen Gruppen 

Der Einfluss des probiotischen E. faecium NCIMB 10415 auf die Kolonisierung des Jejunums 

der Versuchstiere mit einzelnen bakteriellen Populationen (Lactobacillus spp., Enterococcus 

spp., Bifidobacterium spp. und Escherichia spp.) wurde analog zum Magen mittels gruppen-

spezifischer Primer untersucht. Die Ergebnisse sind in den folgenden Abschnitten graphisch 

(Abb. 14, 15) und im Anhang tabellarisch dargestellt (Tab. A23, A24). 

Lactobacillus spp. 

Die Dynamik der Population der Laktobazillen im distalen Jejunum entsprach überwiegend 

jener im Magen: So wurde das Jejunum der Versuchstiere in der Saugperiode (7., 14., 28. 

Tag) insgesamt stärker von Laktobazillen besiedelt als nach dem Absetzen (31., 35., 56. Tag). 

Dabei waren die fütterungsabhängigen Effekte von E. faecium NCIMB 10415 im Magen und 

Jejunum weitgehend identisch. Entsprechend war am 14. Tag die Population der Laktobazil-

len im Jejunum der Probiotikum-Tiere nicht nur umfangreicher (p=0,04), sondern auch ihre 

prozentualen Anteile waren höher (p=0,10) als in der Kontrolle (Abb. 14 -1A, 1B). Nach Be-

ginn der Gabe des Prästarters (28. Tag) und nach dem Absetzen (31., 35. Tag) erfolgte eine 

Verringerung der Zellzahl und der prozentualen Anteile der Laktobazillen im Jejunum der 

Probiotikum-Tiere. Die Unterschiede konnten allerdings nur als tendenziell bezeichnet wer-

den (p=0,11). Vier Wochen nach dem Absetzen (56. Tag) war die Population der Laktobazil-

len im Jejunum der Probiotikum-Gruppe wieder zahlreicher als in der Kontrollgruppe, die 

Unterschiede sind aber nur für relative Zahlen signifikant (0,44% vs. 0,02%, p=0,04). 

Enterococcus spp. 

Die Enterokokken-Population im distalen Jejunum der Tiere beider Gruppen entwickelte sich 

ebenfalls weitgehend analog zur Entwicklung im Magen: In der Saugperiode (7., 14. Tag) 

wurde das Jejunum stärker mit den Enterokokken besiedelt als nach dem Absetzen (35., 56. 

Tag). Dabei war die Enterokokken-Population der Probiotikum-Tiere wiederum signifikant 

zahlreicher und ihre prozentualen Anteile lagen höher als die bei den Kontrolltieren (Abb. 14-

2A, 2B). Die relativen Zahlen der Enterokokken-Population in der Probiotikum-Gruppe fielen 

nach dem Absetzen (31., 35., 56. Tag) höher aus als in der Saugperiode (7., 14., 28. Tag), in 

der Kontrollgruppe hingegen waren die prozentualen Anteile dieser Bakterien in der Saugpe-

riode größer als nach dem Absetzen (Abb. 14-2B). 
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Abb. 14: Populationen von Lactobacillus spp.(1) und Enterococcus spp.(2) im distalen Jejunum 
der Versuchsferkel 

(Mediane und einzelne Werte; Reihe A - Zellzahl/g Inhalt (Feuchtamasse); Reihe B - prozentuale 
Anteile der bakteriellen Gruppe an der gesamten eubakteriellen Population; p - Signifikanzen nach 
Mann-Whitney-Test: p*≤0,1; p** ≤0,05; p*** ≤0,005) 

Escherichia spp. 

Die Besiedlung des Jejunums der Versuchstiere mit Escherichia spp. verlief anders als im 

Magen. Es galt aber, dass in der Saugperiode das Jejunum bei beiden Gruppen stärker mit den 

Escherichia spp. kolonisiert wurde als nach dem Absetzen. Dabei konnten am 7., 31. und 56. 

Tag in der Probiotikum-Gruppe mehr Escherichia spp. nachgewiesen werden als in der Kon-

trolle (Abb. 15-1A). Auch die prozentualen Anteile dieser Bakterien waren bei den Probioti-

kum-Ferkeln am 7. und 31. Tag höher als bei den Kontrolltieren (Abb. 15-1B). Wie im Falle 

des Magens wurden anhand der absoluten Zellzahlen allerdings keine statistischen Unter-
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schiede festgestellt; die prozentualen Anteile waren lediglich am 14. Tag statistisch als Trend 

zu bezeichnen (p=0,10). 

 

 

 

 

 

 
 

Abb. 15: Populationen von Escherichia spp. (1) und Bifidobacterium spp. (2) im distalen Jejunum 
der Versuchsferkel 

(Mediane und einzelne Werte; Reihe A - Zellzahl/g Inhalt (Feuchtmasse); Reihe B - prozentuale 
Anteile der bakteriellen Gruppe an der gesamten eubakteriellen Population; n – 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-Sequenz von Bifidobakterien ergab analog 

zum Magen keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen beiden Fütterungsgruppen. 

Die zeitliche Entwicklung entsprach der Dynamik von anderen untersuchten Gruppen: In der 

Saugperiode wurde das Jejunum stärker von Bifidobakterien kolonisiert als nach dem Abset-

zen. Rein zahlenmäßig war die Population der Bifidobakterien in der Probiotikum-Gruppe am 

14., 35. und 56. Tag größer jene der Kontrollgruppe (Abb. 15-2A, 2B). 
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3.4.5 Quantität von Lactobacillus spp.- und Enterococcus spp.-Arten 

Der Einfluss des probiotischen E. faecium NCIMB 10415 auf individuelle bakterielle Popula-

tionen der einzelnen Stämme im Jejunum der Versuchstiere wurde wie im Magen anhand der 

E. faecium- und E. faecalis- sowie einzelner Laktobazillen-Stämme – L. acidophilus, L. amy-

lovorus, L. johnsonii, L. mucosae und L. reuteri – untersucht. 

L. acidophilus 

Der 16S rDNA-Nachweis von L. acidophilus wies analog zum Magen keine signifikanten 

Unterschiede zwischen beiden Fütterungsgruppen auf. Es waren wie im Falle des Magens nur 

wenige Proben L. acidophilus-positiv. An Tagen, an denen in beiden Gruppen positive Werte 

gemessen wurden, war die Population von L. acidophilus am 14. und 56. Tag in der Probioti-

kum-Gruppe zahlenmäßig umfangreicher als in der Kontrollgruppe. Allerdings lagen die pro-

zentualen Anteile von L. acidophilus an der gesamten Laktobazillen-Population bei den Kon-

troll- höher als bei den Probiotikum-Tieren (7., 14. Tag) (Tab. A25 im Anhang). 

L. amylovorus / L. sobrius 

Die Bestimmung der spezifischen 16S rDNA-Sequenz von L. amylovorus/L. sobrius in den 

untersuchten Proben zeigte, dass am 14. und 56. Tag die L. amylovorus-/L. sobrius-

Populationen bei den Tieren der Probiotikum-Gruppe im Vergleich zur Kontrolle größer wa-

ren. Am 7., 31. und 35. Tag dagegen lagen die entsprechenden Werte in der Probiotikum-

Gruppe numerisch und am 28. Tag auch statistisch signifikant niedriger als in der Kontroll-

gruppe (p=0,05) (Abb. 16-1A und Tab. A25 im Anhang). Die relativen Anteile von L. amy-

lovorus/L. sobrius an der gesamten Laktobazillen-Population in beiden Gruppen waren im 

Unterschied zum Magen in der Saugperiode insgesamt niedriger als nach dem Absetzen. Da-

bei waren die relativen Zahlen von L. amylovorus der Probiotikum-Gruppe kleiner als jene 

der Kontrollgruppe (Abb. 16-1B). 

L. johnsonii 

Die Besiedlung des Jejunums mit L. johnsonii wies für den 7., 14., 28., 31. und 56. Tag für 

die Probiotikum-Gruppe höhere Werte aus als für die Kontrolle, die Unterschiede waren aber 

statistisch nicht signifikant (mit Ausnahme von relativen Zahlen am 28. Tag) (Abb. 16-2A, 

2B). Analog zum Magen waren die prozentualen Anteile von L. johnsonii in beiden Gruppen 

in der Saugperiode kleiner als nach dem Absetzen. Tabellarisch sind die L. johnsonii-Werte in 

Tab. A25 im Anhang zusammengefasst. 
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Abb. 16: Populationen von L. amylovorus (1) und L. johnsonii (2) im distalen Jejunum der Ver-
suchsferkel 

(Mediane und einzelne Werte; Reihe A - Zellzahl/g Inhalt (FM); Reihe B - prozentuale Anteile der 
bakteriellen Gruppe an der gesamten Laktobazillen-Population; p - Signifikanzen nach Mann-
Whitney-Test: p** ≤0,05) 

L. mucosae 

Der Nachweis der spezifischen 16S rDNA-Sequenz von L. mucosae zeigte analog zum Ma-

gen, dass das Jejunum der Probiotikum-Gruppe insgesamt weniger als das Jejunum der Kon-

trollgruppe mit dieser Spezies besiedelt wurde. Im Unterschied zum Magen war eine größere 

Zahl der Jejunum-Proben L. mucosae-positiv, und die Werte dieser positiven Proben ergaben 

statistisch signifikante Unterschiede am 28. Tag (p=0,05). Am 7., 35. und 56. Tag sind sie als 

deutlicher Trend zu bezeichnen (p=0,10) (Abb. 17-1A und Tab. A26 im Anhang). Auch die 

prozentualen Anteile von L. mucosae im Jejunum der Probiotikum-Tiere waren während der 
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gesamten Beobachtungsperiode kleiner, signifikante Unterschiede wurden allerdings nur am 

7.Tag registriert (0,87% vs. 2,28%, p=0,04) (Abb. 17-1B). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abb. 17: Populationen von L. mucosae (1) und L. reuteri (2) im distalen Jejunum der 
Versuchsferkel 

(Mediane und einzelne Werte; Reihe A – Zellzahl/g Inhalt (Feuchtmasse); Reihe B - prozentuale 
Anteile der Spezies an der gesamten Laktobazillen-Population; p - Signifikanzen nach Mann-
Whitney-Test: p*≤0,1; p** ≤0,05) 

L. reuteri 

Die zeitliche Entwicklung der Population von L. reuteri entsprach im Großen und Ganzen 

jener im Magen: Die maximale Kolonisierung des Jejunums fand in der Saugperiode statt und 

nahm nach dem Absetzen und nach Beginn der Gabe des Festfutters tendenziell ab. Wie im 

Magen war die Population am 7. und 35. Tag in der Probiotikum-Gruppe kleiner als in der 

Kontrolle (p=0,08; p=0,10). Am 14., 28., 31. und 56. Tag lagen die entsprechenden Werte in 
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der Probiotikum-Gruppe dagegen höher als bei den Kontrolltieren (Abb. 17-2A und Tab. 

A26 im Anhang). Hinsichtlich der prozentualen Anteile von L. reuteri konnten keine statis-

tisch signifikanten Unterschiede ermittelt werden. Rein numerisch waren die relativen Werte 

von L. reuteri in der Probiotikum-Gruppe am 28., 31. und 35. Tag aber höher als die der Kon-

trolle (Abb. 17-2B). 

E. faecium  

Der 16S rDNA-Nachweis von E. faecium lieferte im Unterschied zum Magen keine statistisch 

signifikanten Unterschiede zwischen beiden Gruppen. Es waren, wie im Fall von L. acidophi-

lus und L. mucosae, nur wenige Jejunum-Proben E. faecium-positiv. Am 7., 35. und 56. Tag 

waren nur Jejunum-Proben der Probiotikum-Tiere E. faecium-positiv, am 14., 28. Tag nur 

solche bei den Kontrollferkeln. Am 31. Tag wurden in keiner der Gruppen E. faecium-

positive Proben registriert (Tab. 22).  

Tab. 22: Zelldichte der E. faecium- und E. faecalis-Population im distalen Jejunum der Versuchsfer-
kel  

 Zellzahl 
 [Log10 Zellen/g Feuchtmasse] 

Anteil an der gesamten Enterokokken-
Population [%] 

Alter Kontrolle  
(N=5)b 

Probiotikuma 

 (N=5) 
nc Pd 

Kontrolle  
(N=5) 

Probiotikum 
 (N=5) 

n P 

 
 

E. faecium 

7 NDe 4,95f 

(4,42-5,55) 
0/2 - ND 2,86 

(1,61-4,11) 
0/2 - 

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 
(3,21-3,33) 

0/2 - ND 0,51 
(0,13-0,89) 

0/2 - 

14 2,99 
(2,94-3,04) 

3,05 2/1 0,22 0,22 
(0,08-0,36) 

0,17 2/1 - 

28 2,98 
(2,83-3,47) 

ND 3/0 - 0,15 
(0,09-23,15) 

ND 3/0 - 

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 
(3,06-3,15) 

3,65 
(3,16-4,08) 

2/3 0,08 41,89 
(29,29-54,48) 

5,90 
(0,49-7,35) 

2/3 0,08 

a -Fütterungsgruppe; b - Anzahl der untersuchten Proben; c - Anzahl der positiven Ergebnisse von jeweils fünf 
untersuchten Proben (Kontrollgruppe/Probiotikum-Gruppe); d - Signifikanz nach Mann-Whitney-Test; e – Pro-
ben mit negativer Amplifikation; f - Median (minimaler Wert-maximaler Wert) 
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E. faecalis  

Die Kolonisierung des Jejunums mit E. faecalis wurde, wie im Fall von L. acidophilus, L. 

mucosae und E. faecium, anhand von nur wenigen E. faecalis-positiven Proben bewertet. Da-

bei waren am 7., 14., 28. und 56. Tag in der Probiotikum-Gruppe mehr E. faecalis-positive 

Proben zu finden als in der Kontrolle. Die erfassten Werte sind in Tab. 23 zusammengefasst. 

3.4.6 Laktat 

Die metabolische Aktivität der Milchsäurebakterien der Jejunum-Mikrobiota wurde, analog 

zum Magen, anhand der Konzentrationen von L(+)- und D(-)-Isomeren des Laktats ermittelt. 

Da vom 7. und 14. Tag keine Proben zur Verfügung standen, wurden für die weitere Analyse 

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

Es konnte festgestellt werden, dass im Jejunum der Versuchstiere nach der Gabe des Festfut-

ters und dem danach folgenden Absetzen (31. Tag) im Vergleich zum Magen insgesamt mehr 

Milchsäure gebildet wurde (Magen vs. Jejunum: 0,04-2,06 vs. 0,71-3,42 mg/g FM). Dabei 

entstand am 31. Tag in der Probiotikum-Gruppe rein numerisch mehr Laktat als in der Kon-

trollgruppe. Auch am 56. Tag war die Laktat-Konzentration, wie im Magen auch, signifikant 

höher als bei den Kontrolltieren (p=0,05) (Abb. 18A, Tab. A27 im Anhang). 

Die Dynamik der Konzentration von L(+)- und D(-)-Isomeren der Milchsäure entsprach weit-

gehend der Dynamik des Gesamtgehaltes an Milchsäure. Quantitativ war im Vergleich zur 

Kontrollgruppe der Gehalt an L(+)- und D(-)-Isomeren am 31. Tag numerisch und am 56. Tag 

in der Probiotikum-Gruppe signifikant höher (L-Isomer: 1,24 vs. 0,78 mg/g FM, p=0,05) als 

bei der Kontrollgruppe. Am 28. und 35. Tag lagen die entsprechenden Werte in der Kontroll-

gruppe (insignifikant) höher (Tab. A28 im Anhang). 

Mit Blick auf die prozentualen Anteile jedes Isomers am Gesamtgehalt der Milchsäure konnte 

festgestellt werden, dass mit zunehmendem Alter die Jejunum-Mikrobiota (analog zur Magen-

Mikrobiota) immer weniger D(-)- und immer mehr L(+)-Isomere produziert. Dabei wurde fast 

an allen geprüften Tagen (28., 31., 35. Tag) – wie auch schon für den Magen – im Jejunum 

der Probiotikum-Gruppe ein größerer Anteil an L(+)-Isomeren beobachtet als in der Kontrol-

le, wobei die Unterschiede allerdings statistisch nicht signifikant waren. Nur am 56. Tag war 

in der Probiotikum-Gruppe, ebenfalls wie im Magen, der Anteil von D(-)-Isomeren am Ge-

samt-Laktat höher als der Gehalt von L(+)-Isomeren (Tab. A28). Einen graphischen Über-

blick über die Dynamik der L(+)- und D(-)Isomere des Laktats liefert Abb. 18B . 
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Abb. 18: Laktat im distalen Jejunum der Versuchsferkel 

(Mediane und einzelne Werte; A – Gesamt-Laktat; B - Verhältnis L/D-Laktat; p-Signifikanzen 
nach Mann-Whitney-Test: p*≤0,1, p** ≤0,05) 

3.4.7 Ammoniumionen-Konzentration  

Die proteolytische Aktivität der Jejunum-Mikrobiota wurde auf Basis der Ammoniumionen-

Konzentration bewertet. Dabei stellte sich heraus, dass im Jejunum der Versuchstiere beider 

Gruppen mit zunehmendem Alter immer weniger Ammoniak nachzuweisen war (Abb. 19, 

Tab. A29 im Anhang). Wie im Fall der Milchsäure standen für den 7. und 14. Tag keine Pro-

ben zur Verfügung, weshalb diese Beobachtungszeitpunkte in die Analyse nicht einbezogen 

werden konnten. 

Die bei der Ammoniak-Messung ermittelten Werte für den 28. und 31. Tag zeigen, dass die 

Ammoniak-Konzentrationen in den Proben der Probiotikum-Tiere niedriger lagen als in der 

Kontrollgruppe. Am 35. Tag waren die Werte im Durchschnitt der Beobachtungen gleich 

groß. Nur am 56. Tag war die Ammoniak-Konzentration bei der Probiotikum-Gruppe höher. 

Die Unterschiede genügen aber in keinem der beiden Fälle den Anforderungen für statistische 

Signifikanz. 
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Abb. 19: Ammoniumionen-Gehalt im distalen Jejunum der Versuchsferkel 

(dargestellt sind Mediane und einzelne Werte; p-Signifikanzen nach Mann-Whitney-Test) 

3.4.8 Flüchtige Fettsäuren  

Um die metabolische Aktivität der gesamten Jejunum-Mikrobiota zu bewerten, wurden auch 

die Gehalte an Essig-, Propion-, i,n Butter- und i,n Valeriansäure sowie ihre Summe ermittelt.  

Gesamtazidität und Essigsäure 

Es wurde festgestellt, dass nach der Ergänzung des Futters um Prästarter (28. Tag) und eine 

Woche nach dem Absetzen (35. Tag) im Jejunum der Probiotikum-Gruppe im Vergleich zur 

Kontrolle insgesamt mehr Fettsäuren produziert wurden (Abb. 20). In keinem der Fälle waren 

die ermittelten Werte in den Gruppen statistisch signifikant unterschiedlich. 

Abb. 20: Gehalt von flüchtigen Fettsäuren (Summe aller gemessenen Fettsäuren) im distalen Jejunum 
der Versuchsferkel (Mediane und einzelne Werte) 
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So wurde an den oben genannten Tagen bei den Probiotikum-Tieren auch mehr Essigsäure 

gemessen. Die Unterschiede zwischen beiden Fütterungsgruppen waren allerdings nicht signi-

fikant. Die prozentualen Anteile der Essigsäure zeigen, dass ihr Gehalt nach dem Absetzen 

(31., 35. und 56. Tag) höher lag als in der Saugperiode (14., 28. Tag; vgl. Tab. 23). 

Tab. 23: Essigsäure-Gehalt im distalen Jejunum der Versuchsferkel 

Konzentration [mmol/L] Relativer Anteil [in % der Summe aller 
gemessenen flüchtigen Säuren] 

Alter 

Kontrolle Probiotikuma nb Pc Kontrolle Probiotikum P 

7 4,96d 

(2,81-6,26) 
 3/0  88,16 

(87,52-90,23) 
  

14 5,08 4,12 
(3,42-4,81) 

1/2 0,22 85,83 78,62 
(68,68-88,57) 

1,00 

28 4,97 
(1,63-34,80) 

8,16 
(6,92-8,75) 

4/4 0,25 80,41 
(44,86-85,91) 

84,19 
(81,74-93,89) 

0,08 

31 6,15 
(1,34-6,22) 

4,19 
(1,29-6,15) 

4/4 0,25 91,34 
(62,96-93,35) 

90,38 
(79,4-92,69) 

1,00 

35 5,02 
(0,59-5,12) 

5,96 
(4,29-17,73) 

3/3 0,28 89,71 
(66,81-91,96) 

95,72 
(86,13-98,34) 

0,28 

56 14,31 
(3,04-23,63) 

9,88 
(4,42-13,49) 

4/3 0,72 93,72 
(88,51-97,25) 

93,34 
(92,42-96,84) 

0,72 

a -Fütterungsgruppe; b - Anzahl der untersuchten Proben; c - Signifikanz nach Mann-Whitney-Test; d 
- Median (minimaler Wert-maximaler Wert) 

Propionsäure 

Die Konzentration der Propionsäure war insgesamt in der Probiotikum-Gruppe höher als in 

der Kontrolle. Am 14., 31. und 56. Tag lagen auch die prozentualen Anteile der Propionsäure 

an den gesamten Fettsäuren in der Probiotikum-Gruppe höher als bei den Kontrolltieren. Mit 

Blick auf die zeitliche Entwicklung gilt für die Propionsäure, dass ihre Anteile in der Saugpe-

riode (14., 28. Tag) höher lagen als nach dem Absetzen (31., 35. und 56. Tag). Unterschiede 

zwischen beiden Fütterungsgruppen waren nicht signifikant (Tab. 24). 

Tab. 24: Propionsäure-Gehalt im distalen Jejunum der Versuchsferkel 

Konzentration [mmol/L] Relativer Anteil  [in % der Summe 
aller gemessenen flüchtigen Säuren] 

Alter 

Kontrolle Probiotikuma nb Pc Kontrolle Probiotikum P 

7 0,26d 

(0,18-0,35) 
 2/0  3,99  

(3,09-4,9) 
  

14 0,38 0,52 
(0,37-0,68) 

1/2 1,00 6,49 10,21 
(6,76-13,68) 

0,22 

28 0,30 
(0,17-18,47) 

0,49 
(0,42-0,80) 

4/3 0,29 6,82 
(4,83-23,8) 

4,85 
(4,39-9,51) 

0,48 

31 0,24 
(0,11-0,36) 

0,29 
(0,14-0,37) 

4/3 0,72 3,76 
(1,65-15,6) 

8,69 
(4,21-29,16) 

0,29 

35 0,31 
(0,17-2,38) 

0,21 
(0,11-0,21) 

4/3 0,16 35,75 
(5,32-80) 

1,78 
(1,17-42,94) 

0,29 

56 0,25 
(0,13-0,40) 

0,33 
(0,16-0,48) 

4/4 0,56 2,80 
(0,8-32,65) 

14,04 
(2,41-42,92) 

0,25 

a -Fütterungsgruppe; b - Anzahl der untersuchten Proben; c - Signifikanz nach Mann-Whitney-Test; d 
- Median (minimaler Wert-maximaler Wert) 
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n-Buttersäure 

Bei der Bestimmung der n-Buttersäure ergaben sich für den 7. und 14. Tag im Jejunum der 

Probiotikum-Tiere keine Messwerte. Rein numerisch waren die Konzentration der n-

Buttersäure sowie ihre prozentualen Anteile am 28., 31. und 35. Tag in der Probiotikum-

Gruppe höher und am 56. Tag niedriger als in der Kontrollgruppe (Tab. 25). 

Tab. 25: n-Buttersäure-Gehalt im distalen Jejunum der Versuchsferkel 

Konzentration [mmol/L] Relativer Anteil  [in % der Summe 
aller gemessenen flüchtigen Säuren] 

Alter 

Kontrolle Probiotikuma nb Pc Kontrolle Probiotikum P 

7 0,09d 

(0,05-0,14) 
 3/0  1,24  

(0,92-4,43) 
  

14 0,12  1/0  2,08   

28 0,09 
(0,00-11,66) 

0,12 
(0,10-0,13) 

4/4 0,25 1,70 
(0,00-15,03) 

1,31 
(1,01-1,41) 

0,77 

31 0,10 
(0,08-0,26) 

0,24 
(0,08-0,47) 

5/5 0,35 3,94 
(1,15-38,36) 

4,42 
(2,43-37,37) 

0,60 

35 0,07 0,15 
(0,07-0,54) 

1/3 0,35 1,29 10,80 
(1,16-29,84) 

0,66 

56 0,12 
(0,07-0,86) 

0,10 
(0,08-0,33) 

5/5 0,60 3,38 
(0,72-18,62) 

2,29 
(0,95-15,52) 

0,92 

a -Fütterungsgruppe; b - Anzahl der untersuchten Proben; c - Signifikanz nach Mann-Whitney-Test; d 
- Median (minimaler Wert-maximaler Wert) 

n-Valeriansäure 

Die Messwerte der n-Valeriansäure lagen in den Jejunum-Proben beider Gruppen vom 7. und 

vom 14. Tag weit unter der Nachweisgrenze und wurden nicht einbezogen. Am 28. und am 

31. Tag lag die Konzentration der n-Valeriansäure in der Probiotikum-Gruppe numerisch und 

am 56. Tag signifikant höher als in der Kontrollgruppe (p=0,04) (Tab. 26). 

Tab. 26: n-Valeriansäure-Gehalt im Jejunum der Versuchsferkel 

Konzentration [mmol/L] Relativer Anteil [in % der Summe aller 
gemessenen flüchtigen Säuren]  

Alter 

Kontrolle Probiotikuma nb Pc Kontrolle Probiotikum P 

28 0,11d 

(0,00-3,39) 
0,11 

(0,10-0,13) 
3/2 1,00 1,41 

(0,00-4,36) 
1,20 

(0,95-1,45) 
1,00 

31 0,08 
(0,07-0,09) 

0,11 2/1 0,22 2,28 
(1,36-3,20) 

1,51 1,00 

35 0,13 0,10 1/1 0,32 31,40 52,17 0,32 

56 0,09 
(0,08-0,10) 

0,16 
(0,13-0,18) 

4/2 0,04 1,63 
(0,33-25,26) 

22,58 
(17,85-27,31) 

0,17 

a -Fütterungsgruppe; b - Anzahl der untersuchten Proben; c - Signifikanz nach Mann-Whitney-Test; d 
- Median (minimaler Wert-maximaler Wert) 

i-Buttersäure 

Werte für die i-Buttersäure im Jejunum konnte im Fall der Probiotikum-Tiere nur für den 14., 

28. und 56. Tag ermittelt werden und für die Kontrollgruppe lediglich für den 7., 14., 28. und 

56. Tag. Dabei lagen die absoluten Werte der Probiotikum-Gruppe numerisch niedriger als 

jene der Kontrollgruppe. Die Prozentanteile der i-Buttersäure an den gesamten Fettsäuren 
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waren in der Probiotikumgruppe am 14. und 28. Tag kleiner und am 56. Tag signifikant höher 

als in der Kontrolle (1,00% vs. 0,38%, p=0,05) (Tab. 27). Da am 31. und 35. Tag die Kon-

zentration von i-Buttersäure unterhalb der Nachweisgrenze lag, wurden diese Werte in die 

Analyse nicht einbezogen. Die Entwicklung über die beobachteten Zeitpunkte zeigt aller-

dings, dass in der Saugperiode die Konzentration von i-Buttersäure etwas höher war als nach 

dem Absetzen.  

Tab. 27: i-Buttersäure-Gehalt im distalen Jejunum der Versuchsferkel 

Konzentration [mmol/L] Relativer Anteil [in % der Summe aller 
gemessenen flüchtigen Säuren] 

Alter 

Kontrolle Probiotikuma nb Pc Kontrolle Probiotikum P 

7 0,12d 

(0,10-0,21) 
 3/0  3,05 

(1,73-3,64) 
  

14 0,17 0,13 
(0,12-0,13) 

1/2 0,22 2,85 2,41 
(2,17-2,65) 

0,22 

28 0,32 
(0,00-3,33) 

0,31 
(0,11-0,73) 

4/4 1,00 3,65 
(0-10,05) 

3,32 
(1,18-7,56) 

1,00 

56 0,09 0,09 
(0,08-0,11) 

2/3 0,56 0,38 
(0,34-0,43) 

1,00 
(0,52-13,28) 

0,05 

a -Fütterungsgruppe; b - Anzahl der untersuchten Proben; c - Signifikanz nach Mann-Whitney-Test; d 
- Median (minimaler Wert-maximaler Wert) 

i-Valeriansäure 

Die Konzentration der i-Valeriansäure im Jejunum der Probiotikum-Tiere lag, wie im Fall der 

Propionsäure, in der Saugperiode höher als nach dem Absetzen. Am 7., 28., 35. und 56. Tag 

war Gehalt von der i-Valeriansäure im Jejunum der Probiotikum-Ferkel höher als in der Kon-

trollgruppe. Die entsprechenden Prozentanteile lagen am 14., 31. und 56. Tag in der Probioti-

kum-Gruppe höher als in der Kontrolle (Tab. 28). 

Tab. 28: i-Valeriansäure-Gehalt im distalen Jejunum der Versuchsferkel 

Konzentration [mmol/L] Relativer Anteil [in % der Summe aller 
gemessenen flüchtigen Säuren] 

Alter 

Kontrolle Probiotikuma nb Pc Kontrolle Probiotikum P 

7 0,27d 

(0,07-0,28) 
 3/0  3,96 

(2,28-4,84) 
  

14 0,16 0,44 
(0,14-0,75) 

1/2 1,00 2,73 8,75 
(2,52-14,99) 

1,00 

28 0,23 
(0,14-5,94) 

0,33 
(0,19-0,48) 

4/4 0,56 5,60 
(3,37-9,93) 

3,56 
(2,14-5,02) 

0,39 

31 0,16 
(0,10-0,23) 

0,15 
(0,11-0,42) 

5/5 0,92 2,89 
(1,56-62,1) 

5,12 
(1,75-33,47) 

0,92 

35 0,08 
(0,07-0,12) 

0,09 
(0,08-0,15) 

5/5 0,18 10,13 
(1,42-28,74) 

3,05 
(0,49-47,28) 

0,75 

56 0,10 
(0,08-0,19) 

0,14 
(0,07-0,21) 

5/5 0,47 1,07 
(0,37-23,21) 

1,46 
(1,1-28,07) 

0,25 

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

Während der Saugperiode (14. Tag) wies das probiotische E. faecium NCIMB 10415 eine 

fördernde Wirkung auf bakterielle Populationen von Lactobacillus spp.*1, Enterococcus spp. 

und Bifidobacterium spp. auf. Es konnte auch eine fördernde Wirkung für die übrigen geteste-

ten Spezies beobachtet werden – die relativen Werte dieser bakteriellen Gruppen waren aber 

in der Kontrollgruppe höher. Wie bereits im Magen konnte eine hemmende Wirkung des un-

tersuchten probiotischen Stamms bezüglich Escherichia spp. festgestellt werden. Die gemes-

senen Werte waren allerdings statistisch nicht signifikant. Metabolisch war die Jejunum-

Mikrobiota der Probiotikum-Tiere in dieser Phase weniger aktiv als die der Kontrollgruppe: 

Der Gesamtgehalt an flüchtigen Fettsäuren war geringer, wobei die relativen Anteile von Pro-

pion- und i-Valeriansäure am 14. Tag höher lagen als in der Kontrollgruppe. Die Konzentrati-

onen von Laktat und Ammoniak konnten für diesen Beobachtungszeitpunkt nicht ermittelt 

werden. 

Der Übergang zum Festfutter bzw. zur Verfütterung des Probiotikums in Form einer Beimi-

schung zum Starterfutter führte, analog zum Magen, zur Verringerung der Zellzahlen von 

Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp., L. amylovorus und L. mucosae. Eine fördernde Wir-

kung ergab sich aber für Enterococcus spp., L. johnsonii und L. reuteri. Prozentuale Anteile 

der erfassten bakteriellen Gruppen und Spezies lagen, analog zum Magen, höher als in der 

Kontrollgruppe. Die Population der Escherichia spp. war sowohl absolut wie relativ kleiner 

als in der Kontrolle. Die Konzentrationen von Laktat (darunter vor allem L(+)-Isomere) und 

von Fettsäuren – Essig-, Propion-, n-Buttersäure, n- und i-Valeriansäure – waren in der Probi-

otikum-Gruppe höher als bei den Kontrolltieren. Der Ammoniumionen-Gehalt war dagegen in 

der Kontrollgruppe höher als in der Probiotikum-Gruppe. Die Unterschiede zwischen den 

ermittelten Metaboliten-Werten beider Fütterungsgruppen erwiesen sich allerdings nicht als 

statistisch signifikant. 

Kurz nach dem Absetzen, am 31. Tag, war eine fördernde Wirkung des probiotischen E. fae-

cium NCIMB 10415 auf Populationen von Lactobacillus spp., Enterococcus spp., L. johnso-

nii* und L. reuteri zu beobachten. Auch mit Blick auf Escherichia spp. wurden an diesem Tag 

in der Probiotikum-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe höhere Werte registriert. Die 

Konzentrationen des gesamten Laktats sowie der flüchtigen Fettsäuren waren in der Probioti-

kum-Gruppe geringer als in der Kontrolle. Darunter waren die Gehalte von L-Laktat, Propion-

, n-Butter, und n-Valeriansäure höher in der Probiotikum-Gruppe als in der Kontrolle. Etwas 

                                                 
1 (*) bezeichnet – analog zur Diskussion für den Magen im vorigen Abschnitt – Werte, für die die Unterschiede 
zwischen beiden untersuchten Gruppen mindestens auf dem 10%-Niveau statistisch signifikant waren. 
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später, eine Woche nach dem Absetzen (35. Tag), zeigte sich eine fördernde Wirkung von E. 

faecium NCIMB 10415 auf Populationen von Enterococcus spp. und Bifidobacterium spp. 

Hinsichtlich aller anderen Stämme wurden in der Probiotikum-Gruppe an diesem Zeitpunkt 

kleinere Werte registriert als in der Kontrollgruppe. Absolute und relative Populationen von 

Escherichia spp. waren in der Probiotikum-Gruppe geringer als in der Kontrolle. Die Gesamt-

laktatkonzentration war bei den Probiotikum-Ferkeln – ebenso wie am 31. Tag – geringer, die 

L-Isomer-Konzentration dagegen höher als in der Kontrollgruppe. Der Fettsäure-Gehalt war 

an diesem Messungstag in der Probiotikum-Gruppe größer als in der Kontrolle, dabei waren 

höhere Konzentrationen von Essig-, n-Butter- und i-Valeriansäure zu verzeichnen. Die Mehr-

zahl der am 31. und 35. Tag ermittelten Metabolitenwerte ergab keine statistisch signifikanten 

Unterschiede zwischen beiden Futterungsgruppen. 

Im Alter von 56. Tag ließ sich, analog zum Magen, bei den Tieren der Probiotikum-Gruppe 

eine deutlich fördernde Wirkung von E. faecium NCIMB 10415 auf Populationen von Lacto-

bacillus spp., Enterococcus spp., Bifidobacterium spp. und L. amylovorus feststellen. Die pro-

zentualen Anteile dieser Gruppen und Spezies waren in der Probiotikum-Gruppe ebenfalls 

höher als in der Kontrolle. Auch wurde in der Probiotikum-Gruppe eine höhere Konzentration 

von Laktaten allgemein und L(+)-Isomeren im Besonderen gemessen. Die Konzentration von 

Fettsäuren war insgesamt geringer als in der Kontrolle, die Konzentrationen von Propion-, n-

Valerian und i-Valeriansäure dagegen höher. 
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3.5 Einfluss des probiotischen E. faecium NCIMB 10415 auf die mikrobielle Besiedlung 

des Colon ascendens der Ferkel 

3.5.1 Gesamte eubakterielle Zellzahlen 

Quantitativ wurde die gesamte mikrobielle Besiedlung des Colon ascendens analog zum Ma-

gen und distalen Jejunum anhand der gesamten extrahierten DNA und der eubakteriellen 16S 

rDNA bewertet. Eingangs ist dabei festzuhalten, dass aus den Colon-Proben insgesamt mehr 

DNA extrahiert wurde als aus dem Magen- und Jejunum-Inhalt. Dabei wurde an allen Beo-

bachtungstagen mit Ausnahme des 7. Tages aus den Colon-Proben der Probiotikum-Gruppe – 

im Unterschied zu Magen und distalen Jejunum – weniger DNA extrahiert als aus den Proben 

der Kontrollgruppe. Statistisch waren aber diese Unterschiede nicht signifikant (Abb. 21A). 

Die zeitliche Entwicklung der Konzentration der DNA änderte sich, wiederum im Gegensatz 

zu Magen und Jejunum, während der Beobachtungsperiode kaum: In der Saugperiode (7., 14. 

Tag) wurde im Schnitt etwas mehr DNA extrahiert als nach dem Absetzen.  

Hinsichtlich der zeitlichen Entwicklung der 16S rDNA-Population im Colon ascendens waren 

in den beiden Gruppen keine großen Abweichungen zwischen den einzelnen Beobachtungs-

zeitpunkten zu beobachten. Sowohl in der Probiotikum-Gruppe als auch in der Kontrolle blieb 

die Größe der 16S rDNA-Population im Colon weitgehend konstant (Abb. 21B). Dabei waren 

die eubakterielle Zellzahlen in der Probiotikum-Gruppe signifikant höher als in der Kontroll-

gruppe (vgl. auch Tab. A30 im Anhang). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 21: Gehalt (A) der extrahierten DNA und (B) der eubakteriellen 16S rDNA im Colon ascen-
dens der Versuchsferkel 

(Mediane und einzelne Werte; p-Signifikanzen nach Mann-Whitney-Test: p*≤0,1; p** ≤0,05) 
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3.5.2 Diversität der gesamten bakteriellen 16S rDNA-Population im Colon ascendens der 

Ferkel 

Analog zum Magen und distalen Jejunum wurde die Diversität der bakteriellen 16S rDNA-

Population im Colon ascendens unter Berücksichtigung der folgenden Parameter bewertet: 

Speziesreichtum (Richness), Gleichverteilung der einzelnen bakteriellen Zellen innerhalb von 

Population eines Spezies (Evenness), Gleichverteilung der einzelnen Spezies in der gesamten 

bakteriellen Population (Shannon-Index) und Dominanzverhältnisse dieser einzelnen Spezies 

innerhalb der gesamten Population (Simpson-Index). Es galt analog zur Untersuchung von 

Magen und Jejunum, dass einer höhere Diversität bzw. Homogenität der bakteriellen Popula-

tion höhere Werten von Richness, Evenness, und Shannon-Index und niedrigeren beim Simp-

son-Index entsprachen. 

Insgesamt war nach den genannten Maßen nur nach dem Absetzen – am 31. und 56. Tag – die 

Colon-Mikrobiota der Probiotikum-Tiere homogener und diverser als die der Kontrolltiere. 

Am 7. Tag lagen Diversität und Homogenität der bakteriellen 16S rDNA-Population in der 

Probiotikum-Gruppe niedriger als in der Kontrolle (Evenness, Shannon-Index p=0,14, Simp-

son-Index) (Abb. 22B, C, D). Am 14. Tag, nach zweiwöchiger Supplementierung der Tiere 

mit dem Probiotikum, wurden im Unterschied zur Untersuchung von Magen und Jejunum 

keine deutlichen Differenzen in der Diversität und Homogenität der Mikrobiota beider Fütte-

rungsgruppen festgestellt. Die Ergänzung der Milchdiät um Prästarter (28. Tag) führte, ähn-

lich wie bei Magen und Jejunum, zur Verringerung der Diversität und Homogenität der Co-

lon-Mikrobiota in der Probiotikum-Gruppe. Am 35. Tag war die 16S rDNA-Population in der 

Probiotikum-Gruppe hinsichtlich des Speziesreichtums diverser (Abb. 22A), im Vergleich 

zur Kontrollgruppe aber weniger homogen (Evenness p=0,10, Shannon-Index, Abb. 22B, C). 

In Tabelle A31 im Anhang sind die errechneten Diversitätsindizes übersichtsartig zusammen-

gefasst. 
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Probiotikum-Gruppe Kontrollgruppe 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 22: Diversität der bakteriellen 16S rDNA-Populationen im Colon ascendens der 
Versuchsferkel 

(Mediane und einzelne Werte; A - Artenreichtum od. Richness; B - Evenness; C - Shannon-Index; 
D - Simpson-Index, p -Signifikanzen nach Mann-Whitney-Test: p*≤0,1; p** ≤0,05) 

3.5.3 Ähnlichkeit der gesamten bakteriellen 16S rDNA-Population im Colon ascendens 

der Ferkel 

Die Ähnlichkeit der 16S rDNA-Profile wurde wie bei Magen und Jejunum anhand der Anzahl 

der gemeinsamen Spezies (Sörensen-Quotient) bewertet. Es wurden sowohl Übereinstim-

mungen der Colon-Mikrobiota zwischen den einzelnen Tieren innerhalb einer Fütterungs-

gruppe als auch zwischen individuellen Tieren innerhalb der beiden Fütterungsgruppen ermit-

telt. 
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Wie im Fall der Magen- und Jejunum-Mikrobiota waren auch die 16S rDNA-Profile der Co-

lon-Mikrobiota der einzelnen Tiere aus der Probiotikum-Gruppe am 7., 14., 31. und auch am 

56. Tag signifikant ähnlicher als die der Kontrollgruppe (Abb. 23A). Am 28. und 35. Tag 

dagegen lagen die errechneten Ähnlichkeitsindizes in der Probiotikum-Gruppe signifikant 

niedriger als in der Kontrolle. Am unterschiedlichsten waren die Colon-Mikrobiota, analog 

zum Jejunum, nach dem Absetzen, am 31. Tag (Abb. 23B). Tabellarisch sind die errechneten 

Sörensen-Werte im Anhang zusammengefasst (Tab. A32 im Anhang). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 23: Sörensen-Ähnlichkeitswerte der bakteriellen 16S rDNA-Populationen im Colon 
ascendens der Versuchsferkel (A) innerhalb und (B) zwischen den Fütterungsgruppen 

(A:  dunkle Boxplots – Probiotikum-Gruppe, helle Boxplots – Kontrollgruppe, p-Signifikanzen 
nach Mann-Whitney-Test: p*≤0,1; p** ≤0,05; p*** ≤0,005; B: a – signifikante Unterschiede ge-
messen gegenüber der Probiotikum-Gruppe, b - signifikante Unterschiede gemessen gegenüber 
der Kontrollgruppe) 

3.5.4 Quantität der dominanten bakteriellen Gruppen 

Der Einfluss des probiotischen E. faecium NCIMB 10415 auf die Kolonisierung des Colons 

mit einzelnen bakteriellen Populationen wurde analog zum Magen und Jejunum mit Blick auf 

die Entwicklung der Populationen von Lactobacillus spp., Enterococcus spp., Bifidobacteri-

um spp. und Escherichia spp. bei den Versuchstieren mittels gruppenspezifischer Primer un-

tersucht. Die Ergebnisse sind – analog zur Darstellungsweise für die bereits beschriebenen 

GIT-Lokalisationen – graphisch dargestellt (Abb. 24, 25) und im Anhang tabellarisch zu-

sammengefasst (Tab. A33 und A34). 

Lactobacillus spp. 

Die dynamische Entwicklung der Population der Laktobazillen im Colon ascendens der Ver-

suchstiere beider Gruppen entsprach der in Magen und im Jejunum: In der Saugperiode (7., 

A) B) 

Alter [Tage] Alter [Tage] 
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Alter [Tage] 

1A 1B 

2B 2A 

Probiotikum-Gruppe Kontrollgruppe 

14., 28. Tag) wurde das Colon etwas stärker kolonisiert als nach dem Absetzen (31., 35., 56. 

Tag). Am 28. Tag waren die entsprechende Werte in der Probiotikum-Gruppe tendenziell 

geringer als in der Kontrolle (p=0,10) (Abb. 24-1A). Die prozentualen Anteile von Lactoba-

cillus spp. an der gesamten eubakteriellen Population waren während der gesamten Beobach-

tungsperiode niedriger als in der Kontrollgruppe. Statistisch signifikante Unterschiede konn-

ten dabei für den 14., 28. und 35. Tag ermittelt werden (p=0,009-0,05) (Abb. 24-1B).  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 24: Populationen von Lactobacillus spp. (1) und Enterococcus spp. (2) im Colon ascendens 
der Versuchsferkel 

(Mediane und einzelne Werte; Reihe A - Zellzahl/g Inhalt (Feuchtamasse); Reihe B - prozentuale 
Anteile der bakteriellen Gruppe an der gesamten eubakteriellen 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 im Colon ascendens der Tiere beider Gruppen wies eine ähnli-

che Dynamik auf wie im Magen und im Jejunum. Zahlenmäßig war sie in der Saugperiode 

(7., 14. Tag) größer als nach dem Absetzen (31., 35., 56. Tag) (Abb. 24-2A), wohingegen ihre 

relativen Anteile im Unterschied zum Magen und Jejunum in der Saugperiode höher lagen als 

nach dem Absetzen (Abb. 24-2B). Wiederum analog zu Magen und Jejunum waren die ermit-

telten Werte in der Probiotikum-Gruppe signifikant höher als in der Kontrolle. 

Escherichia spp.  

Die Population von Escherichia spp. war an allen Beobachtungstagen im Colon ascendens 

der Probiotikum-Ferkel kleiner als in der Kontrollgruppe (Abb. 25-1A), wobei am 28., 31. 

und 56. Tag in den Proben der Probiotikum-Gruppe keine Amplifikationen registriert werden 

konnten. Gemessen an den absoluten Zellzahlen waren die Unterschiede zwischen beiden 

Gruppen nicht signifikant. Mit Blick auf die prozentualen Anteile von Escherichia spp. an der 

gesamten eubakteriellen Population ergaben sich hingegen am 7. und 35. Tag signifikante 

Unterschiede (p=0,05; p=0,10) (Abb. 25-2A). 

Bifidobacterium spp. 

Die Colon-Proben der Tiere beider Gruppen waren häufiger Bifidobacterium spp.-positiv als 

die entsprechenden Magen- und Jejunum-Proben. Die ermittelten Werte waren aber wiederum 

zumeist statistisch nicht signifikant. Wie in Magen und Jejunum war am 28. Tag die Bifido-

bakterien-Population im Colon ascendens der Probiotikum-Gruppe weniger zahlreich als jene 

der Kontrollgruppe (p=0,11) (Abb. 25-2A). Rein numerisch war der Anteil von Bifidobakte-

rien an der gesamten eubakteriellen Population – wie bei den Laktobazillen – in der Kontroll-

gruppe höher als bei den Probiotikum-Tieren (Abb. 25-2B).  



ERGEBNISSE 

 114 

7 14 28 31 35 56
2,00

3,00

4,00

5,00

6,00

7,00

8,00

9,00

10,00

 L
og

 Z
el

lz
ah

l/g
 I

n
ha

lt

�

�

�

�

�
�

�

�

�

�

��
�

�

�

� �

�

�

�

�
�

�

�

� �

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

n=3/2     n=5/3      n=3/4n=4/5      n=5/3      n=2/2

7 14 28 31 35 56

Alter, Tage

2,00

3,00

4,00

5,00

6,00

7,00

8,00

9,00

10,00

 L
og

 Z
el

lz
ah

l/g
 I

n
ha

lt

�

�

�

�

� �
� �

�

� �

�
�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

� �

�

�

�

0,00001

0,0001

0,001

0,01

0,1

p*

7 14 28 31 35 56

Alter, Tage

%
 B

if
id

ob
ac

te
ri

um
 s

p
p 

vo
n 

E
ub

�

�

�

�

�
�

�

�

�

�

� �

�

�

�

�

�

�

� �
�

�

�

�
� �

� �
�

�

�

�

��

� �

�

�

�

�

�

�
��

�

�

�

�

� �
�

�

�

1

0,000001

0,00001

0,0001

1

p** p*

7 14 28 31 35 56

%
 E

nt
er

ob
ac

te
ri

ac
ea

e 
vo

n
 E

ub

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

��

�

�

�

� �
�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

0,001

0,01

0,1

1B 

2A 2B 
R

el
at

iv
er

 A
nt

ei
l [

%
] 

R
el

at
iv

er
 A

nt
ei

l [
%

] 

Z
el

lz
ah

l  
[L

o
g1

0 
Z

el
le

n
/g

 F
M

] 
Z

el
lz

ah
l  

[L
o

g1
0

 Z
el

le
n

/g
 F

M
] 

Alter [Tage] Alter [Tage] 

1A 

p** 

p** p* 

Probiotikum-Gruppe Kontrollgruppe 

 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 

 

Abb. 25: Populationen von Escherichia spp. (1) und Bifidobacterium spp. (2) im Colon ascendens 
der Versuchsferkel 

(Mediane und einzelne Werte; Reihe A – Zellzahl/g Inhalt (Feuchtmasse); Reihe B – prozentuale 
Anteile der bakteriellen Gruppe an der gesamten eubakteriellen Population; p-Signifikanzen nach 
Mann-Whitney-Test: p*≤0,1; p** ≤0,05) 

3.5.5 Quantität von Lactobacillus spp.- und Enterococcus spp.-Arten 

Der Einfluss des probiotischen E. faecium NCIMB 10415 auf bakterielle Populationen einzel-

ner Stämme im Colon der Versuchstiere wurde wie im Magen und im Jejunum anhand der 

phylogenetisch nahverwandten E. faecium und E. faecalis sowie einzelner Laktobazillen-

Stämme (L. acidophilus, L. amylovorus, L. johnsonii, L. mucosae und L. reuteri) untersucht. 
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L. acidophilus  

Die Quantifizierung der spezifischen 16S rDNA-Sequenz von L. acidophilus im Colon der 

Versuchstiere zeigte die gleiche Tendenz wie in Magen und Jejunum: Sowohl in der Probioti-

kum-Gruppe als auch in der Kontrolle waren insgesamt nur wenige Proben L. acidophilus-

positiv. Rein numerisch war am 7. Tag in der Probiotikum-Gruppe die L. acidophilus-

Population zahlreicher als die der Kontrollgruppe. Analog zum Magen und zum distalen Jeju-

num wurden in den Colon-Proben der Kontrollgruppe am 56. Tag keine L. acidophilus-

positiven Signale registriert (Tab. A35 im Anhang).  

L. amylovorus / L. sobrius  

Die Bestimmung der spezifischen 16S rDNA-Sequenz von L. amylovorus/L. sobrius wies 

teilweise gleiche Tendenzen wie im Magen und im Jejunum auf: In der Saugperiode (7., 14. 

Tag) und nach dem Absetzen (56. Tag) war die L. amylovorus/L. sobrius-Population in der 

Probiotikum-Gruppe größer als die der Kontrollgruppe, wobei die Unterschiede zwischen 

beiden Fütterungsgruppen am 7. und 56. Tag statistisch nur als Trend zu bezeichnen waren 

(p=0,10, p=0,07, vgl. Tab. A35 im Anhang). Die Gabe des Prästarters führte in der Probioti-

kum-Gruppe zur Abnahme der Zellzahl von L. amylovorus – die Werte der Kontrollgruppe 

lagen entsprechend höher als bei den Probiotikum-Tieren (Abb. 26-1A). Die Anteile von L. 

amylovorus an der gesamten Laktobazillen-Population betreffend wurden keine statistisch 

signifikanten Unterschiede registriert. Rein numerisch waren diese Werte in der Saugperiode 

am 7., 14. Tag und nach dem Absetzen am 56. Tag höher als in der Kontrollgruppe (Abb. 26-

1B). 

L. johnsonii  

Bei der Besiedlung des Colon ascendens mit L. johnsonii sind sowohl in der Saugperiode als 

auch nach dem Absetzen in der Probiotikum-Gruppe höhere 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 signifikant höher als in der Kontrolle (p=0,01-0,10) 

(Abb. 26-2B). Die Entwicklung der L. johnsonii-Population über die Zeit entsprach im Gro-

ßen und Ganzen der im Jejunum: Nach dem Absetzen wurde das Colon ascendens der Ver-

suchstiere stärker von L. johnsonii besiedelt als in der Saugperiode. Die L. johnsonii-Werte 

sind tabellarisch im Anhang zusammengefasst (Tab. A35). 
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Abb. 26: Populationen von L. amylovorus (1) und L. johnsonii (2) im Colon ascendens der 
Versuchsferkel 

(Mediane und einzelne Werte; Reihe A - Zellzahl/g Inhalt (Feuchtmasse); Reihe B - prozentuale 
Anteile der bakteriellen Gruppe an der gesamten Laktobazillen-Population; p-Signifikanzen nach 
Mann-Whitney-Test: p*≤0,1; p** ≤0,05) 

L. mucosae 

Die Quantifizierung der spezifischen 16S rDNA-Sequenz von L. mucosae zeigte, dass am 7., 

14., 35. und 56. Tag die L. mucosae-Population der Probiotikum-Gruppe zahlenmäßig größer 

war als die der Kontrollgruppe (7. Tag p=0,10) (Abb. 27-1A und Tab. A36 im Anhang). Am 

7., 14., 28. und 31. Tag übertrafen auch die prozentualen Anteile von L. mucosae an der ge-

samten Laktobazillen-Population in der Probiotikum-Gruppe jene in der Kontrolle (28. Tag 

p=0,11) (Abb. 27-1B).  
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L. reuteri  

Die Dynamik der L. reuteri-Population im Colon ascendens der Versuchstiere entsprach im 

Großen und Ganzen der in Magen und Jejunum: In der Saugperiode (7., 14., 28. Tag) wurde 

das Colon stärker von L. reuteri besiedelt als nach dem Absetzen (35., 56. Tag). In der Saug-

periode (7. Tag) und nach dem Absetzen (31., 35. und 56. Tag) war die L. reuteri-Population 

in der Probiotikum-Gruppe größer als in der Kontrollgruppe. Statistisch signifikante Unter-

schiede zwischen beiden Fütterungsgruppen konnten jedoch nur für am 56. Tag ermittelt wer-

den (p=0,04) (Abb. 27-2A, Tab. A36 im Anhang). Die prozentualen Anteile an der gesamten 

Laktobazillen-Population waren in der Gruppe der Probiotikum-Ferkel am 7., 28., 31., 35. 

und 56. Tag höher als in der Kontrollgruppe. Die Unterschiede waren aber, wie bei den abso-

luten Zellzahlen, nur am 56. Tag statistisch signifikant (p=0,02) (Abb. 27-2B). 

 

. 

 

 
 
 
 

 

Abb. 27: Populationen von L. mucosae (1) und L. reuteri (2) im Colon ascendens der 
Versuchsferkel 

(Mediane und einzelne Werte; Reihe A - Zellzahl/g Inhalt (Feuchtmasse); Reihe B - prozentuale 
Anteile der Spezies an der gesamten Laktobazillen-Population; p-Signifikanzen nach Mann-
Whitney-Test: p*≤0,1; p** ≤0,05) 
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E. faecium  

Wie beim Jejunum, so waren auch bei den Colon ascendens-Proben der Versuchstiere nur 

einige E. faecium-positiv. Dabei waren in der Probiotikum-Gruppe mehr positive Proben zu 

konstatieren als in der Kontrollgruppe. Gemessen an der Zahl positiver Proben wurde das 

Colon der Probiotikum-Tiere in der Saugperiode (7., 14. Tag) stärker mit E. faecium besiedelt 

als nach dem Absetzen (28., 35., 56. Tag). Die prozentualen Anteile von E. faecium an der 

gesamten Enterokokken-Population in der Probiotikum-Gruppe lagen im Bereich von 6,10-

35,32%, was deutlich die für Magen und Jejunum gemessenen Werte übertrifft (Tab. 29). 

E. faecalis 

E. faecalis-positive Colon-Proben konnten, wie bereits bei Magen und Jejunum, nur verein-

zelt beobachtet werden. Am 7. und 31. Tag war die E. faecalis-Population in der Probiotikum-

Gruppe größer, am 14. und 28. Tag dagegen in der Kontrollgruppe. Nach dem Absetzen (35. 

und 56. Tag) war in der Probiotikum-Gruppe keine E. faecalis-positive Amplifikation zu er-

mitteln. Bei den relativen Anteilen waren die Werte der Kontrolltiere höher als die der Probio-

tikum-Ferkel. 

Tab. 29: Zelldichte der E. faecium-/E. faecalis-Population im Colon ascendens der Versuchsferkel 

 Zellzahl  
[Log 10 Zellen/g FM] 

Anteil an der gesamten Enterokokken-Population 
[%] 

Alter Kontrolle 
(N=5)b 

Probiotikuma 

 (N=5) 
nc Pd 

Kontrolle  
(N=5) 

Probiotikum 
 (N=5) 

n P 

 
 E. faecium 
7 NDe 6,98f 

(6,84-7,53) 
0/4 - ND 35,32 

(22,44-79,75) 
0/4 - 

14 5,94 6,37 
(5,12-7,31) 

1/4 0,48 12,16 17,19 
(3,80-114,10) 

1/4 0,48 

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 

(4,34-5,53) 
1/4 0,15 0,12 0,19 

(0,06-0,76) 
1/4 0,62 

14 4,42 
(4,26-4,98) 

3,65 
(2,64-4,47) 

3/3 0,27 1,56 
(0,97-38,39) 

0,05 
(0,01-0,16) 

3/3 0,05 

28 3,88 
(3,55-4,22) 

2,67 2/1 0,22 4,90 
(3,99-5,81) 

0,03 2/1 0,22 

31 3,57 3,77 
(3,47-4,08) 

1/2 - 2,36 3,90 
(2,77-5,03) 

1/2 0,22 

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

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

a -Fütterungsgruppe; b - Anzahl der untersuchten Proben; c - Anzahl der positiven Ergebnisse von jeweils fünf 
untersuchten Proben (Kontrollgruppe/Probiotikum-Gruppe); d - Signifikanz nach Mann-Whitney-Test; e – Pro-
ben mit negativer Amplifikation; f - Median (minimaler Wert-maximaler Wert) 
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3.5.6 Laktat 

Wie im Falle von Magen und Jejunum wurde die metabolische Aktivität der Colon ascen-

dens-Mikrobiota anhand der Konzentrationen von L(+)- und D(-)-Isomeren begutachtet. Da-

bei ist zunächst festzuhalten, dass im Colon ascendens weniger Laktat gemessen wurde als im 

Magen und im Jejunum. Die Entwicklung des Gesamtlaktatgehalts entsprach in etwa der im 

Magen und teilweise im Jejunum: In der Saugperiode wurde mehr Laktat als nach dem Abset-

zen gemessen, wobei qualitativ an allen Beobachtungstagen außer dem 28. Tag im Colon der 

Probiotikum-Gruppe mehr Laktat gemessen wurde als in der Kontrolle. Dabei ergaben sich 

am 31., 35. und 56. Tag teilweise statistisch signifikante Unterschiede zwischen beiden Fütte-

rungsgruppen (p=0,04-0,11) (Abb. 28A, Tab. A37).  

 

 

 

Abb. 28: Laktat im Colon ascendens der Versuchsferkel 

(Mediane und einzelne Werte; A – Gesamt-Laktat; B - Verhältnis L/D-Laktat; p-Signifikanzen 
nach Mann-Whitney-Test: p*≤0,1, p** ≤0,05) 

Bei der Untersuchung der prozentualen Anteile jedes Isomers am Gesamtmilchsäuregehalt 

zeigte sich, dass mit zunehmendem Alter das Verhältnis von L- zu D-Laktat weitgehend auf 

gleichem Niveau blieb. Dabei war der Anteil der D(-)-Isomere höher als der der L(+)-

Isomere. Die relativen Werte für die L(+)-Isomere lagen in der Probiotikum-Gruppe zu allen 

Messzeitpunkten höher als in der Kontrolle. Die gruppenabhängigen Unterschiede erwiesen 

sich aber nur für den 56. Tag als statistisch signifikant (p=0,10) (Tab. A38). 

Einen Überblick zur Dynamik der L(+) und D(-)Isomere des Laktats in Form des Verhältnis-

ses von L- zu D-Laktat liefert Abb. 28B. 

Probiotikum-Gruppe Kontrollgruppe 
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Probiotikum-Gruppe 

Kontrollgruppe 

3.5.7 Ammoniumionen-Konzentration 
 
Die proteolytische Aktivität der Colon ascendens-Mikrobiota wurde, analog zur Vorgehens-

weise beim Jejunum, anhand der Ammoniumionen-Konzentration bewertet. Dabei waren die 

gemessenen Werte insgesamt höher als im Jejunum, wobei im Colon ascendens, ebenfalls wie 

im Jejunum, mit zunehmendem Alter immer weniger Ammoniumionen nachgewiesen wurden 

(Abb. 29, Tab. A39). Die bei der Ammoniumionen-Messung ermittelten Werte zeigten die 

gleiche Tendenz wie im Jejunum: Die NH3-Konzentration in den Proben der Probiotikum-

Tiere war niedriger als bei der Kontrollgruppe, mit Ausnahme des 56. Tags. Wiederum wie 

schon beim Jejunum war der Unterschied statistisch insignifikant. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Abb. 29: Ammoniumionen-Gehalt im Colon ascendens der Versuchsferkel (Mediane und einzelne 
Werte) 

3.5.8 Konzentration von flüchtigen Fettsäuren im Colon ascendens   

Um die metabolische Aktivität der gesamten Colon-Mikrobiota zu bewerten, wurden, analog 

zum Jejunum, die Gehalte von Essig-, Propion-, i,n Butter- und i,n Valeriansäure sowie ihre 

Summe ermittelt.  

Gesamtazidität und Essigsäure 

Eingangs ist zu bemerken, dass sich im Colon beider Gruppen im Vergleich zum Jejunum 

deutlich mehr flüchtige Fettsäuren fanden. Dabei lag die Summe aller gemessenen Fettsäuren 

am 7., 31. und 56. Tag in der Probiotikum-Gruppe höher als in der Kontrollgruppe (Abb. 30). 
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Abb. 30: Gehalt von flüchtigen Fettsäuren (Summe aller gemessenen Fettsäuren, mmol/L) im 
Colon ascendens der Versuchsferkel (Mediane und einzelne Werte) 

In der Probiotikum-Gruppe war an diesen Tagen auch die Essigsäurekonzentration höher als 

in der Kontrolle, ohne dass statistisch signifikante Unterschiede zwischen beiden Gruppen zu 

verzeichnen gewesen wären (Tab. 30). Mit Blick auf die zeitliche Entwicklung bei der Essig-

säure in beiden Gruppen zeigte sich analog zum Jejunum, dass die Konzentration (in absolu-

ten Werte wie in prozentualen Anteilen) nach Beginn der Gabe von Festfutter und nach dem 

Absetzen (31., 35., 56. Tag) insgesamt höher war als in der Saugperiode. Die Prozentanteile 

der Essigsäure an allen Fettsäuren waren in der Probiotikum-Gruppe an allen Tagen mit Aus-

nahme des 7. Tag höher und teilweise tendenziell größer als in der Kontrollgruppe.  

Tab. 30: Essigsäure-Gehalt im Colon ascendens der Versuchsferkel 

 Konzentration [mmol/L] Relativer Anteil  [in % der Summe aller gemes-
senen flüchtigen Säuren] 

 Kontrolle Probiotikuma nb Pc Kontrolle Probiotikum P 

7 22,45d 

(3,43-33,15) 
23,85 

(13,34-26,59) 
4/5 1,00 62,04 

(57,21-71,22) 
58,05 

(55,91-60,71) 
0,10 

14 24,58 
(7,79-47,73) 

23,43 
(14,63-25,75) 

5/5 0,75 56,31 
(39,59-59,3) 

61,63 
(55,21-119,8) 

0,10 

28 50,09 
(16,85-68,37) 

40,91 
(11,67-82,33) 

5/5 0,92 60,79 
(49,37-62,14) 

62,19 
(54,63-65,44) 

0,35 

31 66,89 
(46,17-73,70) 

77,51 
(61,10-112,6) 

5/5 0,18 60,23 
(55,14-61,51) 

65,55 
(55,88-66,72) 

0,11 

35 80,36 
(27,43-106,2) 

64,31 
(49,30-92,77) 

5/5 0,75 62,23 
(58,5-67,31) 

63,86 
(58,12-64,54) 

0,75 

56 70,89 
(65,65-86,94) 

81,70 
(48,98-126,3) 

5/5 0,47 58,82 
(56,24-69,87) 

63,40 
(55,43-67,55) 

0,75 

a -Fütterungsgruppe; b - Anzahl der untersuchten Proben; c - Signifikanz nach Mann-Whitney-Test; d 
- Median (minimaler Wert-maximaler Wert) 
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Propionsäure 

Die Konzentration der Propionsäure lag in der Probiotikum-Gruppe, wie schon beim Jejunum, 

während der Milchdiät (7., 14. Tag) und am 56. Tag höher als in der Kontrollgruppe, nach 

Gabe des Prästarters (28. Tag) und nach dem Absetzen (31., 35. Tag) hingegen niedriger. Sta-

tistisch signifikante Unterschiede ergaben sich nur bezüglich der prozentualen Verhältnisse 

am 28. Tag  (p=0,009) (Tab. 31). Wie bei der Essigsäure lag die Konzentration der Propion-

säure in beiden Gruppen in der Saugperiode niedriger als nach dem Absetzen, die Anteile am 

gesamten Säuregehalt dagegen im Gegensatz zur Essigsäure in der Saugperiode höher. 

Tab. 31: Propionsäure-Gehalt im Colon ascendens der Versuchsferkel 

Konzentration [mmol/L] Relativer Anteil  [in % der Summe aller 
gemessenen flüchtigen Säuren] 

Alter 

Kontrolle Probiotikuma nb Pc Kontrolle Probiotikum P 

7 5,52d 

(0,94-16,94) 
9,80 

(5,58-14,07) 
4/5 0,33 20,69 

(12,69-30,46) 
26,76 

(21,19-31,36) 
0,22 

14 8,37 
(4,22-18,49) 

9,62 
(0,91-12,22) 

5/5 0,92 22,31 
(8,36-30,52) 

25,62 
(3,36-49,24) 

0,75 

28 18,22 
(5,88-27,96) 

10,19 
(3,90-24,69) 

5/5 0,35 21,56 
(19,79-28,39) 

16,90 
(16,09-18,65) 

0,009 

31 29,83 
(17,08-33,57) 

26,00 
(20,52-35,24) 

5/5 0,75 24,80 
(22,75-27,68) 

20,77 
(17,66-28,73) 

0,11 

35 25,21 
(7,87-32,06) 

20,71 
(17,40-29,90) 

5/5 0,92 19,74 
(15,98-22,51) 

20,80 
(18,71-24,42) 

0,60 

56 24,88 
(19,28-28,96) 

26,18 
(17,70-31,93) 

5/5 0,75 19,88 
(15,5-25,32) 

18,90 
(16,04-24,01) 

0,60 

a -Fütterungsgruppe; b - Anzahl der untersuchten Proben; c - Signifikanz nach Mann-Whitney-Test; d 
- Median (minimaler Wert-maximaler Wert) 

n-Buttersäure 

Der n-Buttersäure-Gehalt im Colon ascendens der Probiotikum-Tiere war wie im Jejunum 

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

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

Gruppe niedriger als in der Kontrolle (Tab. 32). Im Unterschied zum Jejunum zeigte die Ent-

wicklung über die Zeit bei der n-Buttersäure eine Tendenz: Nach dem Absetzen ergaben sich 

sowohl absolut als auch relativ höhere Werte der n-Buttersäure als in der Saugperiode. Als 

tendenziell signifikant erwies sich allerdings nur ein Unterschied bei den prozentualen Antei-

len (28. Tag, p=0,11). 
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Tab. 32: n-Buttersäure-Gehalt im Colon ascendens der Versuchsferkel 

 Konzentration [mmol/L] Relativer Anteil  [in % der Summe aller gemes-
senen flüchtigen Säuren] 

 Kontrolle Probiotikuma nb Pc Kontrolle Probiotikum P 

7 2,10d 

(0,41-6,13) 
3,48 

(1,86-3,79) 
4/5 0,46 7,32 

(4,83-13,17) 
8,47 

(5,96-9,23) 
0,46 

14 8,58 
(0,94-15,31) 

2,81 
(1,33-4,19) 

5/5 0,25 10,97 
(6,77-24,66) 

6,94 
(4,91-21,43) 

0,25 

28 10,17 
(2,06-13,06) 

5,98 
(3,52-17,49) 

5/5 0,75 9,32 
(7,36-12,87) 

11,99 
(9,43-16,50) 

0,11 

31 10,44 
(7,10-17,32) 

12,59 
(12,36-15,38) 

5/5 0,47 9,46 
(8,01-15,01) 

10,72 
(9,06-11,51) 

0,75 

35 14,94 
(5,25-18,33) 

15,45 
(8,57-19,13) 

5/5 0,75 11,19 
(9,47-13,09) 

11,94 
(10,27-14,64) 

0,25 

56 17,47 
(13,99-20,66) 

21,06 
(10,29-22,31) 

5/5 0,60 13,86 
(11,24-16,99) 

12,71 
(10,54-15,84) 

0,60 

a -Fütterungsgruppe; b - Anzahl der untersuchten Proben; c - Signifikanz nach Mann-Whitney-Test; d 
- Median (minimaler Wert-maximaler Wert) 

n-Valeriansäure 

Der Gehalt von n-Valeriansäure im Colon ascendens der Probiotikum-Ferkel war absolut wie 

relativ am 7. und 56. Tag höher und am 14., 28., 31. und 35. Tag niedriger als in der Kontrol-

le. Tendenzielle Unterschiede zwischen den Gruppen konnten allerdings erneut nur bei eini-

gen prozentualen Anteilen registriert werden (7. Tag, p=0,09; 31. Tag, p=0,11) (Tab. 33). 

Wie bei der Essig- und n-Buttersäure wurde auch von der n-Valeriansäure in der Saugperiode 

insgesamt weniger gebildet als nach dem Absetzen.  

Tab. 33: n-Valeriansäure-Gehalt im Colon ascendens der Versuchsferkel 

Konzentration [mmol/L] Relativer Anteil  [in % der Summe 
aller gemessenen flüchtigen Säuren] 

Alter 

Kontrolle Probiotikuma nb Pc Kontrolle Probiotikum P 

7 0,25d 

(0,22-0,30) 
0,35 

(0,16-1,48) 
3/5 0,09 0,54 

(0,53-1,04) 
0,96 

(0,74-3,34) 
0,18 

14 1,37 
(0,36-2,61) 

0,91 
(0,30-1,50) 

4/5 0,33 1,95 
(1,03-4,20) 

2,18 
(1,17-6,10) 

0,62 

28 2,35 
(0,62-3,89) 

1,66 
(0,93-2,74) 

5/5 0,92 2,62 
(1,16-3,53) 

2,52 
(1,99-4,34) 

0,92 

31 2,90 
(1,31-3,37) 

2,47 
(1,79-3,04) 

5/5 0,60 2,41 
(1,74-2,92) 

2,05 
(1,46-2,66) 

0,11 

35 3,44 
(1,56-6,11) 

1,90 
(1,58-4,43) 

5/5 0,35 3,19 
(2,18-4,12) 

2,27 
(1,15-4,20) 

0,47 

56 2,54 
(1,40-6,80) 

4,88 
(1,50-5,52) 

5/5 0,35 2,28 
(1,07-5,39) 

3,60 
(1,04-3,93) 

0,47 

a -Fütterungsgruppe; b - Anzahl der untersuchten Proben; c - Signifikanz nach Mann-Whitney-Test; d 
- Median (minimaler Wert-maximaler Wert) 

i-Buttersäure 

Die absolute Produktion von i-Buttersäure im Colon ascendens der Probiotikum-Tiere war am 

14. und 35. Tag geringer als in der Kontrollgruppe. Gemessen am Prozentanteil an allen Fett-

säuren lag der Gehalt der i-Buttersäure in der Probiotikum-Gruppe am 14., 28., 31. und 35. 

Tag niedriger als in der Kontrollgruppe. Am 7. und 56. Tag dagegen lagen sowohl die absolu-
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ten Werte als auch die relativen Anteile der i-Buttersäure im Colon der Probiotikum-Ferkel 

höher als bei der Kontrolltiere (56. Tag p=0,11) (Tab. 34). Im Unterschied zum Jejunum 

wurde in der Saugperiode insgesamt mehr i-Buttersäure produziert als nach dem Absetzen.  

Tab. 34: i-Buttersäure-Gehalt im Colon ascendens der Versuchsferkel 

Konzentration [mmol/L] Relativer Anteil  [in % der Summe 
aller gemessenen flüchtigen Säuren] 

Alter 

Kontrolle Probiotikuma nb Pc Kontrolle Probiotikum P 

7 0,43d 

( 0,21-1,40) 
0,63 

(0,28-0,90) 
3/5 0,88 0,98 

(0,92-2,51) 
1,38 

(1,26-2,04) 
0,46 

14 1,66 
(0,19-5,38) 

0,78 
(0,41-1,22) 

5/5 0,35 2,74 
(1,34-8,66) 

1,89 
(1,51-3,98) 

0,47 

28 1,54 
(0,61-2,85) 

1,75 
(0,30-2,26) 

5/5 0,92 2,03 
(1,22-2,81) 

1,61 
(1,4-4,44) 

0,92 

31 1,42 
(1,05-1,59) 

1,65 
(1,06-1,98) 

5/5 0,25 1,31 
(0,87-1,89) 

1,08 
(0,81-1,73) 

0,92 

35 1,13 
(0,76-3,98) 

0,91 
(0,48-1,52) 

5/5 0,47 1,02 
(0,59-3,62) 

0,98 
(0,45-1,4) 

0,47 

56 0,44 
(0,23-0,97) 

1,18 
(0,29-1,92) 

5/5 0,18 0,35 
(0,17-0,77) 

0,94 
(0,24-1,03) 

0,12 

a -Fütterungsgruppe; b - Anzahl der untersuchten Proben; c - Signifikanz nach Mann-Whitney-Test; d 
- Median (minimaler Wert-maximaler Wert) 

i-Valeriansäure 

Die Konzentration der i-Valeriansäure im Colon ascendens lag in der Probiotikum-Gruppe 

sowohl hinsichtlich der absoluten Werte als auch mit Blick auf die Prozentanteile niedriger als 

in der Kontrolle (signifikant am 56. Tag, p=0,04) (Tab. 35). In der Saugperiode (7., 14. und 

28. Tag) lag bei den Probiotikum-Ferkeln auf Basis der absoluten Werte die i-Valeriansäure-

Konzentration höher, die prozentualen Anteile hingegen niedriger als in der Kontrollgruppe. 

Wie bei der i-Buttersäure nahm die Konzentration der i-Valeriansäure nach dem Absetzen im 

Vergleich zur Saugperiode stark ab.  

Tab. 35: i-Valeriansäure-Gehalt im Colon ascendens der Versuchsferkel 

Konzentration [mmol/L] Relativer Anteil  [in % der Summe 
aller gemessenen flüchtigen Säuren] 

Alter 

Kontrolle Probiotikuma nb Pc Kontrolle Probiotikum P 

7 0,82d  
(0,68-2,47) 

1,74  
(0,58-2,15) 4/5 0,81 

4,34  
(1,47-13,62) 

4,00  
(2,54-4,86) 0,46 

14 1,54  
(0,08-9,02) 

1,56  
(1,04-2,01) 5/5 0,92 

5,06  
(0,16-14,53) 

4,40 
 (3,97-7,97) 0,92 

28 2,93 
 (1,27-4,13) 

3,03  
(1,04-3,67) 5/5 0,92 

3,25  
(2,84-4,65) 

4,78 
 (2,27-7,21) 0,60 

31 1,81  
(1,20-2,23) 

2,05 
 (0,89-2,45) 5/5 0,47 

1,50 
 (1,04-2,65) 

1,20  
(0,81-2,14) 0,75 

35 1,51  
(1,46-4,00) 

1,13 
 (1,06-1,54) 5/5 0,05 

1,69 
 (0,98-6,56) 

1,06  
(0,78-1,82) 0,25 

56 1,30 
 (0,66-2,41) 

0,82 
 (0,73-1,82) 5/5 0,47 

0,99  
(0,59-1,98) 

0,97 
 (0,55-1,03) 0,35 

a -Fütterungsgruppe; b - Anzahl der untersuchten Proben; c - Signifikanz nach Mann-Whitney-Test; d 
- Median (minimaler Wert-maximaler Wert) 
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3.5.9 Zusammenfassung Colon ascendens 

Während der Saugphase (7., 14. Tag) wies das probiotische E. faecium NCIMB 10415 eine 

fördernde Wirkung auf Lactobacillus spp., Enterococcus spp., Bifidobacterium spp. und auf 

alle getesteten Spezies auf. Wie bereits im Magen, so lagen auch im Colon ascendens die pro-

zentualen Anteile dieser bakteriellen Gruppen in der Probiotikum-Gruppe höher als in der 

Kontrollgruppe – statistisch signifikante Unterschiede zwischen den beiden Gruppen ergaben 

sich allerdings nur für Enterococcus spp. und L. johnsonii. Analog zu Magen und Jejunum 

wurde eine hemmende Wirkung des untersuchten probiotischen Stamms auf Escherichia spp. 

beobachtet. In der Saugphase war außerdem – erneut wie schon im Magen – im Colon ascen-

dens der Probiotikum-Gruppe eine relativ höhere Laktat-Konzentration (darunter insbesonde-

re L(+)-Isomere) zu verzeichnen, wobei die Differenzen zwischen beiden Fütterungsgruppen 

wiederum statistisch nicht signifikant waren. Gleiches gilt für die Fettsäuren, wenngleich die 

prozentualen Anteile von Propion-, n-Butter und n-Valeriansäure bei den Probiotikum-Tieren 

höher lagen als in der Kontrolle. 

Der Übergang zum Festfutter bzw. zur Verfütterung des Probiotikums in Form der Beimi-

schung zum Starterfutter führte, analog zu Magen und Jejunum, zur Verringerung der Zell-

zahlen bei Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp., L. amylovorus, L. mucosae und L. reute-

ri . Die prozentualen Anteile von Enterococcus spp., L. johnsonii, L. mucosae und L. reuteri 

lagen allerdings in der Probiotikum- höher als in der Kontrollgruppe, wohingegen die Popula-

tion der Escherichia spp. sowohl absolut als auch relativ kleiner war als in der Kontrolle. Wie 

am 7. und 14. Tag wurden weiterhin in der Probiotikum-Gruppe höhere Laktat-Werte gemes-

sen. Die Konzentration der flüchtigen Fettsäuren in beiden Gruppen zeigte keine statistisch 

signifikanten Unterschiede. Rein numerisch waren allerdings Konzentrationen von Essig- und 

n-Buttersäure in der Probiotikum- höher als in der Kontrollgruppe.  

Kurz nach dem Absetzen, am 31. Tag, war eine fördernde Wirkung von dem E. faecium 

NCIMB 10415 auf Populationen von Lactobacillus spp., Enterococcus spp., L. amylovorus, L. 

johnsonii und L. reuteri zu beobachten. Auch die prozentualen Anteile von Enterococcus 

spp., L. johnsonii und L. reuteri waren in der Probiotikum-Gruppe höher als in der Kontrolle. 

Im Weiteren, am 35. Tag bzw. eine Woche nach dem Absetzen, wies der untersuchte probio-

tische Stamm eine fördernde Wirkung auf Populationen von Enterococcus spp. und Lactoba-

cillus spp. auf. Ebenso wie am 31. Tag waren die prozentualen Anteile von Enterococcus spp. 

und L. reuteri in der Probiotikum-Gruppe größer. Sowohl am 31. Tag als auch am 35. Tag 

wurden in der Probiotikum-Gruppe höhere Laktat-Konzentrationen (L-Isomere) beobachtet. 

Bei den Konzentrationen von flüchtigen Fettsäuren ergaben sich insgesamt keine statistisch 
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signifikanten Unterschiede. Zahlenmäßig waren die Konzentrationen von Essig- und n-

Buttersäure in der Probiotikum-Gruppe aber höher als in der Kontrolle.  

Zum letzten Messzeitpunkt – vier Wochen nach dem Absetzen od. am 56. Tag – ließ sich wie 

bei Magen und Jejunum eine fördernde Wirkung von E. faecium NCIMB 10415 auf die Popu-

lationen von Lactobacillus spp., Enterococccus spp., Bifidobacterium spp., sowie alle geste-

steten Laktobazillen-Stämme beobachten. Dabei lagen auch die prozentualen Anteile von En-

terococcus spp. sowie sämtlicher Laktobazillen-Stämme (L. reuteri, L.amylovorus) in der 

Probiotikum-Gruppe höher als in der Kontrollgruppe. Analog zu den anderen Messlokalisati-

onen wurden im Colon ascendens an diesem Tag bei den Probiotikum-Ferkeln höhere Laktat-

Konzentrationen gemessen. Ferner konnten höhere Gehalte flüchtiger Fettsäuren festgestellt 

werden: So waren bei den Probiotikum-Tieren die Konzentrationen von Essig-, Propion-, n-

Butter, i-Butter und n-Valeriansäure höher als in der Kontrollgruppe. 



DISKUSSION 

 127 

4. DISKUSSION 

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss des Probiotikums Enterococcus faecium 

NCIMB 10415 auf die Mikrobiota des gastrointestinalen Traktes von Ferkeln unter Rückgriff 

auf molekularbiologische Methoden (Real-Time PCR, DGGE) zu untersuchen. Die Analyse 

sollte Aufschluss darüber geben, ob durch frühzeitigen Probiotikaeinsatz – ab dem 1. Lebens-

tag – die gastrointestinale Mikroflora (vor allem Lactobacillus spp.) von Ferkeln quantitativ 

und qualitativ modifiziert werden kann. Dies und die Analyse der bakteriellen Stoffwechsel-

aktivität sollten zeigen, ob die Widerstandsfähigkeit der Mikrobiota gegen Krankheitserreger 

an kritischen Lebenspunkten (Wechsel der Diät, Absetzen) durch Probiotikagabe erhöht wird. 

Weiterhin wurde mit dieser Forschungsstudie der Verbleib des zugeführten Stammes im 

gastrointestinalen Trakt der Ferkel untersucht und überprüft, ob die für die Analyse ausge-

wählten Laktobazillen-Spezies einem probiotisch bedingten Einfluss unterliegen.  

4.1 Methodenkritik 

Der Einfluss des probiotischen Enterococcus faecium NCIMB 10415 auf die gastrointestinale 

bakterielle Besiedlung der Ferkel wurde mithilfe der quantitativen Real-Time PCR untersucht. 

Durch Anwendung spezifischer Primer wurden in den untersuchten Proben sowohl die Quan-

tität einzelner bakterieller Gruppen (Enterococcus spp., Lactobacillus spp., Bifidobacterium 

spp., Escherichia spp.) als auch die Quantität der einzelnen Spezies (Lactobacillus acidophi-

lus, L. amylovorus/L. sobrius, L. johnsonii, L. mucosae, L. reuteri sowie Enterococcus faeci-

um und Enterococcus faecalis) erfasst. In einer Reihe von Vorversuchen wurden dabei einige 

analytische Charakteristika der Real-Time PCR im Vergleich zur klassischen Kultivierung 

ermittelt.  

Es muss hervorgehoben werden, dass die Genauigkeit der Quantifizierung einzelner bakteriel-

ler Gruppen und Spezies mittels des Nachweises spezifischer bakterieller Nukleinsäurese-

quenzen (z.B. 16S od. 23S rDNA) bzw. mithilfe von RealTime-PCR von vielen Faktoren ab-

hängt. Zu den wichtigsten zählt die Einwirkung verschiedener PCR-Inhibitoren. Die 

Einflussfaktoren (Inhibitoren) können sowohl Einfluss auf die Zelllyse während der DNA-

Extraktion nehmen als auch die Nukleinsäure degradieren und die Aktivität der Taq DNA-

Polymerase hemmen (KONTANIS & REED, 2006). Während der Durchführung der RealTi-

me-PCR können die Inhibitoren auch die Aktivität der DNA-bindenden Farbe (z.B. SYBR 

Green I) schwächen, was eine Reduzierung der Farbmoleküle, die sich mit der doppelsträngi-

gen DNA verbinden, bewirken, und auf diese Weise zu einer Blockierung der Fluoreszenz-

signale und zu unkorrekten Ergebnissen führen kann (AL-SOUD & RÅDSTRÖM, 2000; 

MONIS et al., 2005).  
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Eine Reihe von Substanzen der Probenmatrix (z.B. Hämoglobin, Urin, Heparin, Glykogen, 

Fett, Ca2+, Phenol-Reste, Huminsäure, Schwermetalle) können als PCR-Inhibitoren bei der 

Durchführung der PCRs auftreten und zu einer deutlichen Verringerung der Effizienz der Re-

aktion führen (WILDE, 1990; WILSON, 1997; MONTEIRO et al., 1997). Auch Bakterien  

können inhibitorische extrazelluläre Substanzen (z.B. Polysacharide) produzieren, die zu-

sammen mit anderen Inhibitoren nichtbakterieller Herkunft den Nachweis und die Quantifi-

zierung der Zielsequenz einzelner Spezies in klinischen- oder Umwelt-Proben deutlich er-

schweren können (MONTEIRO et al., 1997; PIRNAY et al., 2000; KUBISTA et al., 2006). 

Um mögliche Komplikationen bei der Analyse zu verringern und die bestmögliche Präzision 

der Quantifizierung spezifischer DNA zu erreichen, wurden verschiedene Methoden entwi-

ckelt, welche die Gewinnung der DNA aus biologischem Material maximieren und die Ziel-

sequenz vor PCR-Inhibitoren schützen. Infolge der raschen Entwicklung der molekularbiolo-

gischen DNA-Analytik, die vorwiegend auf der Amplifikation gewünschter Sequenzen 

basiert, wird allerdings regelmäßig von neuen möglichen PCR-Inhibitoren berichtet, so dass 

die Frage nach der Genauigkeit der Quantifizierung der spezifischen Sequenzen nicht ab-

schließend beantwortet werden kann. 

Die Berücksichtigung der inhibitorischen Effekte der Proben-Matrix sowie die Wirkung aller 

anderen möglichen Inhibitoren wurde bei der hier vorgestellten Real-Time PCR-

Quantifizierung durch die Anwendung eines Standards, bestehend aus einer Kalibrierreihe aus 

DNA-Extrakten künstlich inokulierter Faeces-Proben, gewährleistet. Damit wurde auch die 

Vergleichbarkeit der Amplifikationsbedingungen bei den Standard- und Versuchsproben er-

reicht bzw. die Auswirkung möglichen Inhibitoren beachtet, um systematische Fehler bei der 

Durchführung der DNA-Extraktion und der darauf folgenden PCR auszuschließen. 

Die Entscheidung für Faeces als Proben-Matrix erfolgte aufgrund seiner Komplexität und der 

Präsenz zahlreicher bekannter PCR-Inhibitoren. Zu diesen zählen sowohl komplexe und zell-

zahlreiche Bakterien als auch verschiedene Substanzen, die mit der Verdauung des Futters 

verbunden sind oder unverdauliche Reste des Futters darstellen (z.B. Gallensäure, Bilirubin, 

Lignine diätischer Fasern) (WILSON, 1997; MONTEIRO et al., 1997). Weiterhin wurde bei 

der Anwendung des Standards aus künstlich beimpften Proben die Tatsache berücksichtigt, 

dass für die Quantifizierung der Ziel-DNA mithilfe von Real-Time PCR vorwiegend Stan-

dards aus reinen bakteriellen Kulturen bzw. ihre dekadischen Verdünnungen verwendet wer-

den, was allerdings ungenaue Ergebnisse bei der Quantifizierung der Bakterien in klinischen 

Proben zeitigen kann. In einer Reihe von Studien konnte mittels Real-Time PCR nachgewie-

sen werden, dass in solchen Standard-Proben die ermittelten Zellzahlen höher lagen als die 
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ursprüngliche Zellkonzentration, die für die Herstellung der Kalibrierreihe verwendet wurden 

(HE & JIANG, 2005; LAHTINEN et al., 2006; FU et al., 2006). Dies wird sowohl mit dem 

Fehlen inhibitorischer Effekte der Proben-Matrix als auch mit der Natur der 16S rRNA-Gene 

erklärt, die intensiv als Zielsequenz für die Detektierung einzelner Bakterien verwendet wer-

den. Seit einigen Jahren ist bekannt, dass in genomischer DNA mehrere 16S rDNA-Operone 

existieren können (COLE & GIRONS, 1994; FARELLY et al., 1995). Dabei kann die Anzahl 

der 16S rDNA-Operone pro bakterieller Zelle zwischen eins und 15 (bei Clostridium parado-

xum) variiert (SHARMA et al., 2007). Entsprechend können verschiedene Sequenzen häufig 

auch mit unterschiedlicher Effizienz amplifiziert werden, was zur Unter- oder Überschätzung 

der Ausgangsmengen der detektierten Bakterien führen kann (MEIJERINK et al., 2001; TI-

CHOPAD et al., 2003). Die Anwendung des spiked-matrix-Standards schließt dieses Problem 

nicht aus, das entsprechend bei der Interpretation der Ergebnisse beachtet werden muss. So 

zeigen SELIM et al. (2005), dass die mithilfe von Real-Time PCR und 16S rDNA-Primern 

detektierte Zellzahl von Lactobacillus thermotolerans in künstlich beimpften Faeces-Proben 

größer war als ihre ursprüngliche Konzentration im Inokulum (Reinkultur von L. thermotole-

rans). 

Betrachtet man die Ergebnisse der Quantifizierung mit 16S rRNA-Primern, sollte zudem die 

Sequenz-Heterogenität der einzelnen 16S rDNA-Operone berücksichtigt werden, die inner-

halb einer Spezies beobachtet werden kann. CARBON et al. konnten bereits 1979 nachwei-

sen, dass sieben Gene, welche die 16S rDNA von E. coli kodieren, 16 variable Bereiche ent-

halten. Analoges wurde für Paenibacillus polymixa (NÜBEL et al., 1996), Bacillus subtilis 

(OGASAWARA et al., 1994), Haemophilus influenzae (FLEISCHMANN et al., 1995) und 

einige andere Spezies festgestellt. 

Festgehalten werden muss weiter, dass die einzelnen bakteriellen Gruppen und Spezies für die 

vorliegende Arbeit ebenso anhand ihrer 16S rRNA-Gene quantifiziert wurden. Das Ziel be-

stand in der Quantifizierung der Populationen einzelner bakterieller Spezies, deren metaboli-

sche Aktivität indirekt anhand der Milchsäure-, Ammoniak- und flüchtige Fettsäuren-

Konzentrationen bewertet werden sollte. Aus diesem Grund wurden funktionelle Gene, die 

alternativ für die Detektion von Bakterien verwendet werden können und in einigen Fällen 

mehr Information (vor allem über die metabolische Aktivität) liefern als 16S rRNA-Gene, bei 

der Auswahl der Zielsequenzen (Primer) nicht berücksichtigt. Der Mangel an gesicherten Er-

kenntnissen über das Vorhandensein bestimmter funktioneller Gene bei für die Arbeit ausge-

wählten Spezies im Vergleich zu den umfassenden Sequenzinformationen für 16S rRNA-

Gene (z.B. im online verfügbaren RIBOSOMAL DATABASE PROJECT II, 
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http://rdp.cme.msu.edu/) sowie die Verfügbarkeit entsprechend validierter Primer in bereits 

veröffentlichen Studien führten zur Wahl der 16S rRNA-Gene als Zielsequenz bei der Durch-

führung der hier vorgestellten Analyse. 

Die Präzision der Quantifizierung (Spezifität und Sensitivität) der Real-Time PCR-Assays 

wurde anhand der Übereinstimmung der PCR-Ergebnisse mit Resultaten der klassischen Kul-

tivierung bewertet. Aufgrund gewisser Komplikationen bei der Bestimmung einzelner Spezies 

bzw. Stämme bei der Verwendung der klassischen Kultivierung wurden die Ergebnisse beider 

Methoden nur mit Blick auf bakterielle Gruppen verglichen.  

Es wurden Differenzen zwischen der Anzahl beimpfter Bakterien und den in selektiven Me-

dien gewachsenen Kolonien festgestellt. Die errechneten Wiederfindungsraten erreichten 

Werte zwischen 4,3 und 53,9%. Die größten Unterschiede zwischen beimpften und später 

wiedergefundenen Zellzahlen (4,3%) wurden auf dem Medium BHI+1%Blut registriert, das 

für das Wachstum aller möglichen Bakterien geeignet sein soll. Dies scheint aber mit der Zu-

sammensetzung des Inokulums zusammenzuhängen, das zu mehr als der Hälfte aus Bakterien 

der Gattung Lactobacillus bestand, die i.d.R. nur auf speziellen Medien wachsen können. Die 

Wiederfindungsrate der Laktobazillen betrug allerdings auch auf dem selektiven LAS-Agar 

nur 8,4%, was ebenfalls mit der Zusammensetzung des Inokulums erklärt werden muss: Die 

einzelnen Spezies wuchsen teilweise auch unter speziellen Bedingungen in dem flüssigen 

Medium sehr schlecht und waren möglicherweise auf dem allgemein für Laktobazillen entwi-

ckelten LAS-Agar nicht zum Wachstum fähig. Eine weitere Erklärung für die niedrigen Wi-

derfindungsraten auf selektiven Medien könnte mit dem physiologischen Zustand der bakteri-

ellen Zelle verbunden sein. Es ist bereits bekannt, dass sowohl ungünstige 

Kultivierungsbedingungen (Temperatur, Sauerstoffkonzentration) als auch einzelne Kompo-

nente des Wachstumsmediums und der Probenmatrix die bakteriellen Zellen in einen lebendi-

gen, aber nicht kultivierbaren (viable but non-culturable, VBNC) Zustand versetzen können 

(KELL et al., 1998; YAMAMOTO, 2000). Der Anteil unkultivierbarer Zellen kann dabei von 

einem Drittel bis zu 50% der gesamten bakteriellen Population betragen (APAJALAHTI et 

al., 2003; BEN-AMOR et al., 2005). 

Bei Betrachtung der Sensitivität beider Methoden müssen auch die Messbereiche berücksich-

tigt werden, in welchen die Berechnung der ursprünglichen Konzentration möglich war. Bei 

der klassischen Kultivierung kann die Ausgangskonzentration des Probenmaterials normaler-

weise im Bereich von zwei bis drei Verdünnungsstufen ermittelt werden, während bei der 

Real-Time PCR spezifische DNA-Sequenzen sowohl in niedrigen als auch in hohen Konzent-

rationen akkurat zu ermitteln sind und der Messbereich 8-10 Verdünnungsstufen umfassen 
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kann. Die untere Nachweisgrenze der hier durchgeführten gruppenspezifischen Real-Time 

PCR-Assays lag im Bereich von 103 – für alle Eubakterien, Laktobazillen und Enterokokken 

– bis 104 bei Escherichia spp. Das Fehlen von Signalen bei Proben mit 101-102 inokulierten 

Zellen kann durch die unvollständige Homogenisierung des Inokulums in der Proben-Matrix 

bei der Herstellung der Standard-Proben und durch die mäßige Rückgewinnung bakterieller 

DNA in Proben mit niedrigeren Zellzahlen erklärt werden. Die ermittelten Nachweisgrenzen 

für die gruppenspezifischen Primer entsprechen im Ganzen den Ergebnissen einer Reihe wei-

terer Studien in diesem Bereich. 

Abgesehen von den analytischen Nachteilen jeder Methode wurde festgestellt, dass zwischen 

den Ergebnissen der klassischen Kultivierung (gewachsene Kolonien) und der Real-Time 

PCR (Anzahl der amplifizierten DNA-Fragmente) ein positiver linearer Zusammenhang be-

steht: Der Korrelationskoeffizient (r2) für Lactobacillus spp. und Enterococcus spp. lag bei 

0,966 bzw. 0,916 und für die gesamten Eubakterien bei 0,807. Diese Ergebnisse korrespon-

dieren mit jenen in vergleichbaren Arbeiten: Hohe Korrelationen zwischen bakteriellen Zell-

zahlen, die mittels klassischer Kultivierung und mittels Real-Time PCR detektiert wurden, 

werden in den Studien von FURET et al. (2002), JERVØE-STORM et al. (2005) und FU et 

al. (2006) ausgewiesen. Die im Vergleich zur Kultivierung größere Präzision der Ergebnisse 

der Real-Time PCR sowie die Einsparungen bei der Untersuchungszeit und die Reproduzier-

barkeit der Ergebnisse machen die Real-Time PCR dabei gegenüber der gruppenspezifischen 

Quantifizierung von Bakterien zu einer attraktiven Alternative. 

Als noch attraktiver stellt sich die Anwendung von Real-Time PCR für die Quantifizierung 

einzelner Spezies oder Stämme dar. Wie die gruppenspezifische weisen auch die speziesspe-

zifischen Real-Time PCR-Assays eine hohe Sensitivität bei der Quantifizierung bakterieller 

Zellzahlen auf. So konnten einzelne Spezies im Bereich von 102-107 Zellen/g Darminhalt 

quantifiziert werden. Die errechneten Werte waren ebenso wie bei den gruppenspezifischen 

Assays hochlinear – die entsprechenden r2-Werte lagen im Bereich von 0,97-0,99, und die 

errechnete Effizienz betrug 82,0-98,83%, was wiederum den in der Literatur zu findenden 

Werten nahe kommt. KUBISTA et al. (2006) berichten in einer umfangreichen Studie, dass 

ein Wert von 90% eine typische Amplifikationseffizienz bei der Detektion von Bakterien in 

klinischen Proben darstellt. 

Betrachtet man weitere Aspekte der Real-Time PCR, sollte erwähnt werden, dass die ange-

wendeten Detektionssysteme (SYBR Green I und TaqMan-Hybridisierungsprobe) ebenfalls 

die Präzision der Quantifizierung der Ziel-DNA beeinflussen können. Dadurch dass SYBR 

Green I jede doppelsträngige DNA erkennt, zählt dieses System im Vergleich zu TaqMan-
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Hybridisierungsproben zu den weniger spezifischen Detektionsmethoden (VALASEK & RE-

PA, 2005; MONIS et al., 2005). Es wird auch berichtet, dass sowohl SYBR Green I selbst (in 

bestimmten Konzentrationen) als auch seine Degradationsprodukte als PCR-Inhibitoren wir-

ken können (WITTWER et. al. 1997; NATH et al., 2000; KARSAI et al., 2002). Da aber 

SYBR Green I (i) mit allen Primern kompatibel ist, (ii) im Falle unerwünschter Resultate die 

gesamte Reaktion meist nur eine Optimierung der PCR-Bedingungen und nicht des Primer-

Designs benötigt und (iii) kostengünstiger ist als die TaqMan-Hybridisierungsprobe, bleibt 

die Anwendung des darauf basierenden Detektionssystems unter Forschern weltweit sehr ver-

breitet (MONIS et al.2005, ZHANG & FANG, 2006). Aufgrund dieser Vorteile und der Mög-

lichkeit, falsch-positive Ergebnisse mit der Real-Time PCR-Software mittels einer Schmelz-

Kurven-Analyse der Amplifikationsprodukte zu kontrollieren, wurde SYBR Green I als De-

tektionssystem auch in den hier beschriebenen Real-Time PCR-Assays verwendet und erwies 

sich in durchgeführten Validierungen als spezifisch und sensitiv. Die gesamte eubakterielle 

Population, Escherichia spp. und L. reuteri wurden in der vorliegenden Arbeit allerdings mit-

hilfe spezifischer TaqMan-Hybridisierungs-proben detektiert, wobei die entsprechenden As-

says variablere und weniger homogene Werte (Ct-Werte, Effizienz) aufwiesen als die SYBR 

Green I-Assays. Abschließend muss erwähnt werden, dass weder die Ergebnisse der Quantifi-

zierung spezifischer Sequenzen mithilfe von TaqMan-Proben noch anhand von SYBR Green 

I-Assays Schlussfolgerungen über den physiologischen Zustand der Zelle zu geben vermögen. 

Es werden spezifische DNA-Fragmente sowohl lebender als auch toter, beschädigter oder 

VNBC-Zellen amplifiziert bzw. quantifiziert (VALASEK & REPA, 2005). 

Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass mithilfe der angewandten Real-Time PCR-

Assays (im Vergleich zur Kultivierung) die ausgewählten bakteriellen Gruppen und Spezies 

spezifisch und sensitiv sowie mit großer zeitlicher Ersparnis und hoher Reproduzierbarkeit 

der Ergebnisse detektiert und quantifiziert werden können. Die Anwendung der Standards aus 

beimpften Proben berücksichtigt die Wirkung der mit der Proben-Matrix verbundenen PCR-

Inhibitoren und garantiert dadurch die Präzision der Quantifizierung. Bei der Interpretation 

der Ergebnissse müssen aber sowohl die Natur der detektierten Sequenzen (besonders im Fal-

le von 16S rRNA) als auch die Eigenschaften des angewandten Detektionssystems (SYBR 

Green I, TaqMan) beachtet werden. Auf Schlussfolgerungen hinsichtlich des physiologischen 

Zustands der bakteriellen Zellen bzw. ihrer metabolischen Aktivität solle bei der Betrachtung 

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

Für eine umfassende Darstellung des Einflusses des probiotischen E. faecium NCIMB 10415 

auf die ausgewählten Parameter der gastrointestinalen Mikrobiota der Ferkel war es wichtig 

zu wissen, ob der verfütterte Stamm die verschiedenen Passagen im Darm übersteht und in 

welchem Umfang probiotischen Zellen wiederzufinden sind. Der probiotische Stamm wurde 

dabei quantitativ über eine SYBR-Green Real-Time PCR mit Primern detektiert, die spezifi-

sche Sequenzen der einzigartigen Enterococcus faecium NCIMB 10415-Plasmide enthalten. 

Der Literatur zufolge kann ein probiotischer Stamm bakterielle Gemeinschaften nur 

beeinflussen, wenn er eine Konzentration von mindestens 106-108 koloniebildenden Einheiten 

(KbE) pro Gramm intestinalem Inhalt (Digesta) aufweist (FUJIWARA et al., 2001). Die 

Dosierung sollte dabei nach JONSSON & CONWAY (1992) täglich 109-1012 probiotische 

Zellen pro Tier oder 106-107 Zellen pro Gramm Futter betragen. Mit Blick auf die Zellzahlen 

pro Gramm intestinalem Inhalt muss auch erwähnt werden, dass es nur wenige Studien gibt, 

welche die Wiederfindungsraten verfütterter Bakterien bestimmt haben, und dass die 

Mehrzahl dieser Studien die probiotischen Bakterien mittels Kultivierung bestimmt haben. In 

Anbetracht des derzeitigen Kenntnisstandes bezüglich Physiologie und Lebenszyklus 

bakterieller Zellen und der Möglichkeiten präziser Detektierung von Bakterien auf 

molekularem Niveau sollten diese Resultate mit Bedacht betrachtet werden. 

In der hier vorliegenden Analyse war die höchste Konzentration der probiotischen E. faecium 

NCIMB 10415-Zellen, unabhängig von der Dosierung, mit ca. 104-106 Zellen/g Feuchtmasse 

an allen Beobachtungstagen im Colon ascendens zu beobachten. Der Magen und das distale 

Jejunum waren signifikant weniger stark (ca.102-104 Zellen/g FM) als das Colon ascendens 

mit dem probiotischen Stamm besiedelt, wobei im Magen wiederum signifikant höhere Zell-

zahlen registriert werden konnten als im Jejunum. Die hohen Zellzahlen im Colon ascendens 

weisen dabei auf die Fähigkeit der verfütterten probiotischen Zellen hin, den Transit durch 

Magen und Dünndarm in einem vermehrungsfähigen und hypothetisch auch metabolisch ak-

tiven Zustand zu überleben. Des Weiteren können die verschiedenen Konzentrationen durch 

unterschiedliche Transitzeiten der Digesta bzw. Persistenzzeiten der probiotischen Zellen in 

den genannten Lokalisationen (FRETER, 1992) erklärt werden. NOUSIAINEN et al. (2004) 

vermuten, dass auch unterschiedliche physiologische und morphologische Bedingungen, die 

Anwesenheit bzw. das Fehlen spezifischer Adhäsionsrezeptoren oder eine mögliche Produkti-

on inhibierender Substanzen durch indigene Stämme und Spezies die Konzentration und die 

Persistenzdauer probiotischer Bakterien beeinflussen können. Mit Ausnahme der absoluten 
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Zellzahlen1 spiegeln die vorgelegten Ergebnisse die Resultate weiterer Studien zum Thema 

wider: MACHA et al. (2004) und STROMPFOVA et al. (2006) stellten bei der Detektion 

probiotischer Enterokokken im Magen-Darm-Trakt von Ferkeln ebenso fest, dass die proxi-

malen Abschnitte des gastrointestinalen Traktes (Magen, Dünndarm) geringere probiotische 

Zellzahlen aufwiesen als die distalen (Dickdarm und Rectum).  

Beim Vergleich der hier vorgestellten Ergebnisse mit den Resultaten anderer Studien müssen 

Unterschiede in den Messeinheiten – Zellzahl/g Feuchtmasse bzw. Zellzahl/g Trockenmasse –

berücksichtigt werden. Da eine gewisse Massedifferenz zwischen Feucht- und Trockensub-

stanz betsteht, liegen pro Gramm Trockensubstanz berechnete bakterielle Zellzahlen höher als 

Zellzahlen, die pro Gramm Feuchtmasse ermittelt werden. Auch die lokalen Differenzen 

(Magen, Jejunum, Colon) des Verhältnisses von Feucht- zu Trockenmasse müssen bedacht 

werden: Das Verhältnis beträgt im Magen 1:10, im Jejunum 1:6 und im Colon 1:2 (VAHJEN, 

2007). Allerdings wurden in der vorliegenden Arbeit ebenso wie in den Studien von MACHA 

et al. (2004) und STROMPFOVA et al. (2006), mit denen die Ergebnisse primär verglichen 

werden, die Berechnungen im Hinblick auf die Feuchtmasse durchgeführt. 

Hinsichtlich der zeitlichen Dynamik lässt sich festhalten, dass die stärkste Besiedlung des 

gastrointestinalen Traktes mit E. faecium NCIMB 10415-Zellen während der Saugphase bzw. 

während der Supplementierung des Probiotikums in Form des Inokulums mit 

4,8x109(±0,46x109) KbE/ml pro Tag erfolgte. Detektiert wurden dabei Werte von 4,07 bis 

6,31 (log Zellzahl/g Feuchtmasse). Mit Beginn der Gabe des Prästarters (ab dem 14. LT) er-

hielten die Tiere eine höhere Probiotikum-Dosierung von 4,8x109(±0,46x109) KbE/ml als 

Inokulum und 1,6x107(±0,3x107) KbE/g Futter als Beimischung. Die Konzentration der pro-

biotischen Bakterien erhöhte sich aber in keiner der untersuchten Lokalisationen. Nach dem 

Absetzen und der Verringerung der probiotischen Dosis im Starterfutter (auf 

4,1x106(±3,9x106) KbE/g) lagen die probiotischen Zellzahlen mit 3,31 bis 4,58 (log Zellzahl/g 

FM) niedriger als in der Saugphase. Abgesehen von den absoluten Zellzahlen entsprechen 

auch diese Ergebnisse jenen der bereits genannten Studien von MACHA et al. (2004), 

STROMPFOVA et al. (2006) und FUJIWARA (2001): Die maximale Wiederfindungsrate der 

probiotischen E. faecium NCIMB 10415, E. faecium EK 13 bzw. Bifidobacterium longum 

SBT 2928 wurde von den Autoren jeweils nach etwa einer Woche ab Beginn der Probioti-

kum-Supplementierung verzeichnet. Zu späteren Beobachtungspunkten bzw. nach weiterer 

Verfütterung des Probiotikums lagen die probiotischen Zellzahlen niedriger als vorher. 
                                                 
1 Da die Detektion der probiotischen Bakterien in den analysierten veröffentlichen Studien mithilfe verschiede-
nen Methoden (Kultivierung auf dem Selektivmedium, RAPD-PCR, Kolonie-Hybridisierung) durchgeführt 
wurde, können die absoluten Zellzahlen aufgrund der divergierenden analytischen Möglichkeiten jeder ange-
wandten Methode nur unter Berücksichtigung der Nach- und Vorteile jeder Methode verglichen werden. 
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Die Unfähigkeit der überschüssigen Mengen an probiotischen Zellen, ihre Kolonisierung im 

gastrointestinalen Trakt zu erhöhen, kann mit der Wirkung verschiedener Mechanismen er-

klärt werden, mit denen der Wirtsorganismus das Populationsniveau indigener und exogenen 

Bakterien kontrolliert und in einem Gleichgewichtszustand hält. Dazu zählen spezifische Be-

dingungen des Magen-Darm-Traktes (pH, Sauerstoff, Gallensäuren), die Darm-Morphologie 

und Peristaltik, die Existenz der mukosalen Barriere und die Immunantwort des lokalen 

(Darm-)Immunsystems (z.B. TLRs, NLRs) (FRETER, 1992; BERG 1996; VAN KESSEL et 

al., 2004; FALK et al., 1998; HOOPER & GORDON, 2001; MAGALHAES et al., 2007). 

Auch Interaktionen probiotischer Bakterien mit anderen Mitgliedern der intestinalen Mikrobi-

ota – sowohl durch Reaktionen auf antimikrobielle Komponenten (Bakteriozine) anderer Spe-

zies und ihre metabolische Produkte (flüchtige Fettsäuren, Wasserstoffperoxid) als auch durch 

die Wirkung spezifischer Bakteriophagen – können auf verschiedene Weisen die probiotische 

Kolonisierung des Magen-Darm-Traktes negativ beeinflussen (DU TOIT et al., 2000; DE 

VUYST et al., 2003; RODRIGES et al., 2003; OUWEHAND & VESTERLUND 2004; 

COLLADO et al., 2005). Die genannten Gründe können so auch zur Erklärung der niedrigen 

Widerauffindungen probiotischer Bakterien im gastrointestinalen Trakt beitragen. Je nach 

verwendetem Stamm (vorwiegend sind Daten über die probiotischen Laktobazillen und Bifi-

dobakterien verfügbar) und angewandter Detektierungsmethode wird auch in der Literatur 

berichtet, dass die Wiederfindungsraten für probiotische Bakterien im Magen-Trakt-Trakt von 

0,1 bis ca. 38% betragen können (POCHART et al., 1992; MARTEAU et al., 1993; FUJI-

WARA et al., 2001; ROCHET et al., 2008). Angesichts der Tatsache, dass die niedrigen pro-

biotischen Zellzahlen, die in den unteren Abschnitten des Magen-Darm-Traktes detektiert 

werden, ein Ergebnis ihrer Übertragung aus den höherliegenden Abschnitte sind, muss vor 

allem dem Überleben bzw. den Mechanismen der Inhibierung der probiotischen Zellen in den 

proximalen Abschnitten des Magen-Darm-Traktes besonderes Augenmerk gelten (RAM-

BAUD et al., 1993). 

Ein anderer Blickwinkel bei der Beurteilung der Kolonisierung des Magen-Darms-Traktes mit 

probiotischen Bakterien betrifft ihren Anteil an der gesamten bakteriellen Population sowie 

das Verhältnis zur Zellzahl von Bakterien derselben Gattung oder Gruppe. Auch hier sind nur 

wenige bereits veröffentliche Arbeiten für einen Vergleich verfügbar. In der Studie von MA-

CHA et al. (2004) etwa beträgt der Anteil des probiotischen E. faecium NCIMB 10415 an der 

gesamten Enterokokken-Population 0,03 bis 50% (bestimmt mittels Kolonie-Hybridisierung). 

Die Analyse derselben Proben mittels Real-Time PCR in VAHJEN et al. (2007) ergab Werte 

von 0,1-0,7%. Die in der vorliegenden Arbeit ermittelten Werte schwanken zwischen 0,03-

12,28%. Zusätzlich wurde in dieser Studie der Anteil von E. faecium NCIMB 10415 an der 
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gesamten eubakteriellen Population ermittelt. Die entsprechenden Werte liegen zwischen 

5x10-6 und 0,004% und sind mit Ergebnissen anderer Autoren vergleichbar. So vermelden 

SELIM et. al. (2005), dass die Anteile des probiotischen Lactobacillus thermotolerans an der 

gesamten eubakteriellen Population im Faeces von Küken (im Alter von 4-27 Tagen) im Be-

reich von 10-6 bis 0,1% lagen. Im Ganzen zeigen die dargestellten Werte, dass der untersuchte 

probiotische Stamm weder innerhalb der Enterokokken-Population noch in der gesamten eu-

bakteriellen Population eine dominierende Rolle spielte. Dies deckt sich mit der „climax 

community“-Theorie von SAVAGE (1977), laut der jede Spezies oder jeder Stamm nur auf 

einem bestimmten Niveau etabliert werden kann (in diesem Fall unter 10% aller Enterokok-

ken), und eine überschüssige Zellzahl durch verschiedene Wirtsfaktoren (s. oben) eliminiert 

wird. Auch nach FRETER (1992) hat der einzelne probiotische Stamm nur geringe Chancen, 

in höherem Maße die Diversität der Magen-Darm-Mikrobiota zu beeinflussen. 

Betrachtet man die Dynamik der prozentualen Anteile des probiotischen E. faecium NCIMB 

10415 an der Enterokokken- und der gesamten eubakteriellen Population, so findet man, dass 

die relativen Zahlen mit zunehmendem Alter der Versuchstiere tendenziell steigen. Besonders 

deutlich ist dies für die prozentualen Anteile des probiotischen E. faecium NCIMB 10415 an 

der gesamten eubakteriellen Population im Magen und im Jejunum zu beobachten: Die wäh-

rend der Saugphase ermittelten Werte erhöhten sich nach dem Absetzen durchschnittlich um 

eine Zehnerpotenz. Im Colon ascendens dagegen nahmen die relativen Werte eine gegensätz-

liche Entwicklung – die prozentualen Anteile des untersuchten probiotischen Stamms waren 

in der Saugphase höher als nach dem Absetzen. Eine mögliche Erklärung dieses Effekts findet 

sich in einer Übersichtsarbeit von KATOULI & WALLGREN (2005). Die Autoren nennen 

eine Reihe von Studien, denen zufolge mit zunehmendem Alter die Diversität und die Popula-

tionsgröße der porcinen Mikrobiota sinkt (zumindest innerhalb einer Gattung, z.B. Escheri-

chia spp. – die höchste Diversität ist dabei für die Saugphase zu beobachten), was direkt mit 

der Proliferation der Populationen einzelner Stämme und Spezies verbunden sein kann. Dar-

aus folgt, dass die Zusammensetzung der Mikrobiota in der Saugperiode ihre Entwicklung 

(Zusammensetzung und metabolische Aktivität) in späteren Lebensphasen bestimmt. In dieser 

Hinsicht zeigten die hier vorgelegten Ergebnisse, dass Magen und distales Jejunum nach dem 

Absetzen vom untersuchten probiotischen Stamm erfolgreicher kolonisiert wurden als Colon 

ascendens. Es muss dabei erwähnt werden, dass die probiotischen Zellen – zumindest in ferti-

gen Produkten aufgrund der langen Lagerung – in ein inaktiven Zustand übergehen können, 

was ihre Populationsgröße jedoch nicht beeinflussen wird (LAHTINEN et al., 2005). Auch 

verschiedene Umgebungsfaktoren (z.B. Morphologie, Entwicklung des lokalen Immunsys-

tems) jedes Habitats (Magen, Dünn-, Dickdarm), in dem sich die probiotischen Zellen befin-
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den, müssen bei der Interpretation der entsprechenden Ergebnisse berücksichtigt werden 

(FRETER, 1992; PERDIGON et al., 2005). 

Da die vorliegende Arbeit eine Fortführung von Studien darstellt, die am Institut für Tierer-

nährung seit 2001 zum Einfluss probiotischer Bakterien in der Schweinernährung durchge-

führt werden, können die hier vorgelegten Ergebnisse zum Teil mit einigen früheren Resulta-

ten verglichen werden. In diesem Teil der Diskussion ist dabei vor allem interessant zu 

ergründen, in welchem Maße der Ausgangszeitpunkt der Supplementierung des probiotischen 

E. faecium NCIMB 10415 die Wiederfindungsrate der entsprechenden probiotischen Zellen 

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

Die Ergebnisse der Bestimmung der probiotischen Zellzahlen auf Basis der Koloniehybridi-

sierung sind in der Arbeit von TARAS et al. (2007) zusammengefasst. Darin wird deutlich, 

dass die intensivere Supplementierung der Ferkel ab dem 1. Lebenstag mit dem Probiotikum 

(„Inokulation“-Versuch) im Vergleich zum vorherigen Fütterungsversuch – bei dem das Pro-

biotikum anfänglich an die Muttersauen und erst ab dem 14. Lebenstag an ihre Ferkel verfüt-

tert wurde – zu einer erhöhten Wiederfindungsrate bei den probiotischen Zellzahlen führte. So 

wurden am 56. Lebenstag im Colon ascendens im Fütterungsversuch 2x104, im „Inokulati-

on“-Versuch hingegen 7x107 KbE/g Feuchtmasse detektiert. 

Die Ergebnisse der Quantifizierung der probiotischen Zellen mithilfe von Real-Time PCR 

zeigen aber auch, dass die frühzeitige Supplementierung des probiotischen E. faecium 

NCIMB 10415 (ab dem 1. Lebenstag) mit Blick auf die Kolonisierung des Magen-Darm-

Traktes weniger erfolgreich war als die Verfütterung des Probiotikums an die Muttersauen 

und ab dem 14. Tag an ihre Ferkel. Die probiotischen Zellzahlen aus dem Fütterungsversuch, 

die in der Arbeit von VAHJEN et al. (2007) dargestellt sind, sind insgesamt höher als die hier 

ermittelten Werte. So lag die Konzentration des probiotischen E. faecium NCIMB 10415 am 

56. Lebenstag bei VAHJEN et al. (2007) in Magen, Jejunum und Colon im Fütterungsversuch 

im Bereich von ca. 5 (Log Zellen/g Feuchtmasse), in der vorliegenden Studie dagegen nur bei 

3,60 bis 4,58. Auch die am 28. Lebenstag (eine Woche nach der Gabe des Probiotikums in der 

Form des Prästarters)1 gemessenen Zellzahlen lagen niedriger als in der Arbeit von VAHJEN 

et al. (2007) – 2,83-4,44 Log Zellzahl/g FM gegenüber 104-106 Zellzahlen/g FM. 

Bei der Bewertung der dargestellten Ergebnisse muss erwähnt werden, dass die in der Arbeit 

von TARAS et al. (2007) erzielten Resultate unter Berücksichtigung der analytischen 

Nachteile der Kolonie-Hybridisierungsmethode zu betrachten sind. Da bei der Kolonie-

Hybridisierung ein selektives Medium für Enterokokken verwendet wird, auf dem auch das 

                                                 
1 In dieser Arbeit entspricht dies der dritten Woche der Probiotikum-Supplementierung. 
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Wachstum anderer Enterokokken möglich ist, kann die Fixierung der spezifischen DNA-

Probe erschwert werden, was anschließend zu unkorrekten Ergebnissen führen kann. Ver-

gleicht man die Ergebnisse der Real-Time PCR-Detektierung des probiotischen E. faecium 

NCIMB 10415, müssen hingegen die analytischen Charakteristika der durchgeführten Real-

Time PCRs (Effizienz, Sensitivität) und die Zusammensetzung der angewandten Quantifizie-

rungsstandards berücksichtigt werden. Aufgrund der unterschiedlichen analytischen Auflö-

sung – bei der Koloniehybridisierung werden nur wachstumsfähige Zellen quantifiziert, bei 

der Real-Time PCR hingegen die 16S rDNA aller (auch toter, VBNC- oder ABNC-) Zellen, 

können die Ergebnisse nur teilweise miteinander verglichen werden. 

Die Tatsache, dass laut Real-Time PCR-Ergebnissen die Probiotikum-Kolonisierung des Ma-

gen-Darm-Traktes nach der Supplementierung ab dem 14. Lebenstag erfolgreicher als ihre 

Gabe ab dem 1. Lebenstag zu sein scheint, können auch beobachtete Werte wie die Reduzie-

rung der Inzidenz von Durchfällen nach dem Absetzen bestätigen. Bei TARAS et al. (2007) 

findet sich der Vermerk, dass bei Gabe des Probiotikums ab dem 14. Lebenstag (bei gleich-

zeitiger Supplementierung der Sauen) die Reduzierung der Durchfall-Inzidenz 45% betrug, im 

zweiten Fall (Supplementierung ab dem 1. Lebenstag) lag sie bei den Probiotikum-Tieren bei 

39%. Statistisch signifikant waren dabei die Unterschiede zwischen den Probiotikum- und 

Kontrolltieren nur im ersten Fall (Gabe des Probiotikums ab dem 14. Lebenstag). Möglicher-

weise ist der Grund der niedrigeren Durchfall-Inzidenz im ersten Versuch in der Adaption der 

supplementierten probiotischen Stämme an den Magen-Darm-Trakt der Ferkel zu suchen. Da 

im genannten Fall probiotische Zellen auch aus dem Kot der Sauen in den Verdauungstrakt 

der Ferkel gelangen (s. MACHA et al., 2004; MACHA, 2007), konnten sich diese Zellen the-

oretisch schon an die Bedingungen für das Wachstum und die metabolische Aktivität im Ma-

gen-Darm-Trakt anpassen. Im zweiten Versuch wurden die Ferkel mit dem „reinen“ Produkt 

(getrocknete lebendige Zellen) inokuliert, d.h. probiotische Bakterien müssen sich an das neue 

Habitat anpassen und können eventuell erst danach ihre metabolischen Aktivitäten ausprägen. 

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass der untersuchte probiotische Stamm E. faecium 

NCIMB 10415 den Transit durch Magen und Dünndarm der Ferkel überlebt und in einem 

vermehrungsfähigen Zustand das Colon ascendens erreicht. Die höchsten Konzentrationen 

des Probiotikums in Magen, distalem Jejunum und Colon ascendens wurden nach zweiwö-

chiger Supplementierung erreicht, eine weitere Inokulation führte zu keiner Erhöhung der 

Populationsgröße mehr. Die errechneten prozentualen Anteile von E. faecium NCIMB 10415 

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

der untersuchte Stamm nur eine untergeordnete Rolle in der gastrointestinalen bakteriellen 
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Gemeinschaft spielt. Die nach dem Absetzen deutlich steigenden prozentualen Anteile des 

Probiotikums an der gesamten bakteriellen Population im Magen und im distalen Jejunum 

könnten darauf hindeuten, dass zumindest in diesen Lokalisationen die frühzeitige Supple-

mentierung des E. faecium NCIMB 10415 die weitere Zusammensetzung der Mikrobiota be-

einflussen kann. 

4.3 Einfluss des probiotischen E. faecium NCIMB 10415 auf die Zusammensetzung der 

Magen-Darm-Mikrobiota der Ferkel 

Diversität 

Der Einfluss des probiotischen E. faecium NCIMB 10415 auf die Diversität der Magen-, Je-

junum- und Colon ascendens-Mikrobiota wurde mittels der denaturierenden Gradientengel-

elektrophorese (DGGE) untersucht. Die 16S rRNA-Profile der bakteriellen Populationen, die 

mithilfe der DGGE hergestellt werden, ermöglichen sowohl eine schnelle Einschätzung der 

Diversität als auch die gleichzeitige Analyse mehrerer Proben, was ebenso die Bewertung der 

Ähnlichkeit der Mikrobiota einzelner Tiere innerhalb wie zwischen den Versuchsgruppen 

erlaubt. Das Hauptelement der DGGE besteht dabei in der Trennung der durch PCR amplifi-

zierten 16S rRNA-Gene nach ihrer chemischen Stabilität oder ihrer Schmelztemperatur. Diese 

Trennung findet in einem Polyacrylamidgel statt, das einen aus Harnstoff und Formamid ge-

bildeten linearen denaturierenden Gradienten enthält (ZOETENDAL et al., 1998; MUYZER, 

1999). Die Auswertung der erstellten Gele kann entweder manuell oder densitometrisch mit-

hilfe spezieller Software erfolgen. 

Die berechneten Diversitätsindizes zeigten im Ganzen sowohl im Magen als auch im Jejunum 

und Colon ascendens nur wenige signifikante Unterschiede zwischen den Tieren der beiden 

Gruppen. Vor allem nach dem Absetzen allerdings wurden mehr signifikante Unterschiede 

registriert als in der Saugphase: Berücksichtigt man die Anzahl der detektierten Banden 

(Richness), so waren die Magen-, Jejunum- und Colon-Mikrobioten der Probiotikum-Ferkel 

diverser als die der Kontrolltiere. Die errechneten Evenness-, Shannon- und Simpson-Indizes, 

die strukturelle Änderungen der untersuchten Gemeinschaften bewerten, bestätigen ebenso 

die Veränderungen der Zusammensetzung der bakteriellen Populationen. Der Simpson-Index 

für das Colon ascendens der Probiotikum-Tiere etwa war nach dem Absetzen geringer als der 

für die Kontrollgruppe. Da dieser Index die prozentualen Anteile jeder Art/Spezies an der 

gesamten Population berücksichtigt (je größer der Index, desto höher die Dominanz einzelner 

Spezies bzw. desto niedriger die Diversität), kann gefolgert werden, dass die Colon-

Mikrobiota unter dem Einfluss des Probiotikums auch nach dem Absetzen diverser bleibt. 

Dabei ist allerdings erneut zu erwähnen, dass sowohl die Richness- als auch die Evenness-, 
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Shannon- und Simpson-Indizes nur in wenigen Fällen auf statistisch signifikante Unterschiede 

zwischen den Fütterungsgruppen verwiesen. Die ermittelten Werte sind dabei schwer mit den 

Ergebnissen anderer Studien zu vergleichen: In keiner der analysierten Studien wurde eine 

explizite Untersuchung der Entwicklung der bakteriellen Diversität im Magen der Ferkel mit-

tels DGGE vorgenommen. 

Die registrierten altersabhängigen Fluktuationen in der Zusammensetzung der bakteriellen 

Gemeinschaften, die mit den einzelnen Produktionsphasen der Schweinezucht (Saugphase, 

Gabe des Prästarters, Absetzen) verbunden sind, entsprachen dagegen den Ergebnissen ande-

rer Arbeiten. So berichten SIMPSON et al. (1999), FAVIER et al. (2002), KONSTANTINOV 

et al. (2006) und INOUE et al. (2005) ebenfalls über altersabhängige Änderungen der Diversi-

tät der intestinalen Mikrobiota. Auch die lokalisationsabhängigen Unterschiede zwischen bak-

teriellen Gemeinschaften waren mit den Ergebnissen einiger anderer Studien vergleichbar. 

Obwohl keine statistischen Tests auf die Signifikanz der Unterschiede zwischen der Diversität 

in Magen, Jejunum und Colon ascendens durchgeführt wurden, war deutlich zu sehen, dass 

die Mikrobiota des Colon ascendens diverser war als die im Magen und im Jejunum. KON-

STANTINOV et al. (2004) berichten, dass die Diversität der Mikrobiota des Ileums der Fer-

kel geringer ausfällt als im Colon. ZOETENDAL et al. (2002) verweisen auf signifikante Un-

terschiede der Diversität der Faeces- und der luminalen Mikrobiota des Colons. 

Im Hinblick auf die mittels DGGE detektierten Diversität der bakteriellen Gemeinschaften 

sollte angemerkt werden, dass diese Methode neben einer Reihe von Vorteilen auch Nachteile 

aufweist. Laut MUYZER et al. (1993) und ZOETENDAL et al. (1998) können durch DGGE 

nur solche bakterielle Populationen detektiert werden, deren Anteil an der gesamten bakteriel-

len Vielfalt mehr als 1% beträgt. Zahlreiche gastrointestinale Populationen sind dagegen in 

niedrigeren Konzentrationen vorhanden und können daher über die DGGE nicht erfasst wer-

den. Von der DNA-Extraktionsmethode abhängig werden bakterielle Gattungen, Spezies oder 

Gruppen in Konzentrationen von insgesamt weniger als 108 Zellen/g Probenmaterial nur mit 

geringer Wahrscheinlichkeit durch DGGE detektiert (MUYZER & SMALLA, 1998; SIMP-

SON et al., 1999).1 Als weiterer Nachteil wird die Tendenz einzelner heterogener und auch 

nicht phylogenetisch verbundener Sequenzen genannt, im Gel auf die gleiche Weise zu 

migrieren bzw. Banden auf dem gleichen Niveau zu besetzen (MUYZER, 1999). Eine noch 

wesentlichere Beeinträchtigung besteht in der Detektion verschiedener 16S rDNA-Operone 

einer Spezies (NÜBEL et al., 1996; SATOKARI et al., 2001; SCHMALENBERGER & 

TEBBE, 2003), welche die Bildung von mehreren Banden in einem Gel verursachen können. 

                                                 
1 In der Arbeit von MACHA (2007), in der das gleiche DGGE-Protokoll wie in der vorliegenden Arbeit verwen-
det wurde, wird allerdings als niedrigste Detektionsgrenze der DGGE 105 genannt. 
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Auch die schwache Sensitivität einiger Spezies kann die Anwendung der DGGE für die Di-

versitätsnalyse beeinträchtigen. 

Unter Berücksichtigung der genannten analytischen Beschränkungen der DGGE scheinen die 

– im Vergleich zur Kontrollgruppe – registrierten höheren bzw. niedrigeren Diversitätsindizes 

nicht übermäßig aussagekräftig zu sein: Ohne zusätzliche Untersuchungen (Sequenzierung) 

kann nicht gesagt werden, ob im Fall der erhöhten Diversität für den Organismus günstige 

oder weniger wichtigere (bzw. sogar pathogene) Spezies proliferieren. Die Eigenschaft der 

Probiotika, die bakterielle Diversität zu erhöhen, wird allerdings in humanmedizinischen Stu-

dien vielfach als gesundheitsfördernde Leistung betrachtet (MANICHANH et al., 2006; 

KUHBACHER, 2006). In den Studien von LESER et al. (2000), SIMPSON et al. (2000) und 

KONSTANTINOV et al. (2004) wurde gezeigt, dass die Verfütterung präbiotischer Oligosa-

charide und des probiotischen L. reuteri MM53 an Ferkel ebenso zur Erhöhung der bakteriel-

len Diversität führten. Es wird dabei vermutet, dass bakterielle Gemeinschaften mit hoher 

Diversität besser äußeren Einflüssen wie der Invasion pathogener Spezies widerstehen kön-

nen. 

Hinsichtlich der Stabilität der gastrointestinalen Mikrobiota innerhalb der Fütterungsgruppe, 

die durch den Vergleich der 16S rDNA-Profile der Proben einzelner Tiere und durch die Be-

rechnung der entsprechenden Ähnlichkeitsindizes bewertet werden kann, wurde ein klarer 

signifikanter Einfluss des verfütterten Probiotikums festgestellt. Sowohl die Magen- als auch 

die Jejunum- und Colon acsendens-Mikrobioten zwischen Tieren der Probiotikum-Gruppe 

waren im Vergleich zur Kontrollgruppe an fast allen Beobachtungszeitpunkten signifikant 

ähnlicher. Bei der Untersuchung desselben probiotischen Stamms auf die fäkale Mikrobiota 

der Ferkel stellte MACHA (2007) ebenso eine Zunahme der Ähnlichkeit der 16S rRNA-

Profile fest, was als fördernde Wirkung auf die Stabilität der bakteriellen Populationen be-

trachtet werden kann. 

Abschließend soll angemerkt werden, dass die Ergebnisse einzelner Studien, die die DGGE 

als Methode zur Untersuchung der bakteriellen Diversität verwendet haben, nur unter Vorbe-

halt miteinander verglichen werden können. Abgesehen von den bereits erwähnten Nachteilen 

der Methode, können auch die Herstellung und die weitere Analyse des fertigen Gels die Re-

sultate beeinflussen. Besonders müssen von einem Labor zum anderen divergierende Faktoren 

wie die Färbungstechnik des fertigen Gels und die Ausstattung für das Fotografieren bzw. 

Scannen des Gels berücksichtigt werden (SIMPSON et al., 1999). Ein weiteres Problem stel-

len Werte dar, die nach der densitometrischen Auswertung des Gels für die Berechnung der 

ökologischen Indizes verwendet werden. Da die mittels einer Software realisierten Algorith-



DISKUSSION 

 142 

men der automatischen Erkennung der Banden fast immer eine manuelle Nachkontrolle benö-

tigen, können die Ergebnisse gleicher Proben, die von verschiedenen Personen ausgewertet 

wurden, deutliche Abweichungen aufzeigen. Besonders treten solche Abweichungen bei der 

Detektierung einzelner Banden und ihrer Zuordnung (Band Matching) auf. Auch die densito-

metrischen Werte selbst, wie z.B. die Intensität einzelner Banden oder die Summe der Intensi-

tät aller Banden in der Spur, die der Individuenzahl bzw. die Größe der Population entspre-

chen sollen, scheinen nur begrenzt für die Berechnung ökologischer Indizes geeignet zu sein. 

Die Mehrheit der Diversitätsindizes wurde für die Bewertung von Populationen in der Natur 

entwickelt, wo einzelne Individuen sicht- und zählbar sind, was auf die densitometrischen 

Werte nicht zutrifft. 

Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass hinsichtlich der bakteriellen Diversität nur ein-

zelne statistisch signifikante Unterschiede zwischen den beiden Fütterungsgruppen ermittelt 

wurden. Nach dem Absetzen waren die Magen-, Jejunum- und Colon ascendens-Mikrobioten 

der Probiotikum-Ferkel signifikant diverser, d.h. die Stabilität (z.B. gegenüber pathogenen 

Mikroorganismen), Funktionsfähigkeit und metabolische Aktivität der gastrointestinalen Mik-

roökosysteme waren höher als die der Kontrolltiere. Die Werte geben allerdings keinen ein-

deutigen Aufschluss darüber, ob der höheren Diversität auch die Proliferation für den Orga-

nismus „günstigerer“ Stämme (z.B. milchsäurebildender Bakterien) entsprach. Zur 

Beantwortung dieser Frage müssen weitere Untersuchungen (Sequenzierung einzelner Ban-

den) durchgeführt werden. Im Hinblick auf die Ähnlichkeit der Mikrobiota zwischen einzel-

nen Tieren (bzw. auf Homogenität und Stabilität) konnte dagegen eine deutliche Wirkung des 

untersuchten probiotischen Stamms registriert werden: In allen Lokalisationen und zu fast 

allen Beobachtungszeitpunkten lagen die errechneten Ähnlichkeitsindex-Werte in der Probio-

tikum-Gruppe signifikant höher als in der Kontrollgruppe. Da der vewendete Ähnlichkeits-

Index (der Sörensen-Quotient) unter Berücksichtigung der Anzahl gleicher Arten berechnet 

wurde, können höhere Ähnlichkeitswerte durch die Anwesenheit sowohl des probiotischen 

Stamms als auch der durch Probiotika geförderten Spezies in der gastrointestinalen Populati-

on erklärt werden. 
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Lactobacillus spp.  

Da Milchsäurebakterien (besonders Laktobazillen) einen wichtigen Bestandteil der „gesun-

den“ gastrointestinalen Mikroflora des Schweins darstellen und gesundheitsfördernde Funkti-

onen erfüllen können, wurden in jüngerer Zeit vornehmlich die Zusammensetzung und Funk-

tionen ihrer Populationen untersucht. So konnte gezeigt werden, dass Zusammensetzung und 

Zellzahl der Milchsäurebakterien vom Alter des Tieres und vom jeweiligen Abschnitt des GIT 

abhängen (BATEUP et al., 1998; NAITO et al., 1995; KATOULI & WALLGREN, 2005). 

Eine der dominanten bakteriellen Gruppen der Milchsäurebakterien des porcinen GIT sind die 

Laktobazillen (PRYDE et al., 1999; AL JASSIM, 2003; DU TOIT et al., 2001). LESER et al. 

(2002) haben in einer umfangreichen, auf 16S rRNA-Detektion basierenden Studie nachge-

wiesen, dass die phylogenetische Bacillus-Lactobacillus-Streptococcus-Gruppe die drittgrößte 

Gruppe der gesamten intestinalen Mikrobiota ist und eine komplexe Struktur aufweist. Inner-

halb dieser phylogenetischen Gruppe wurden verschiedene Spezies detektiert, unter anderem 

auch E. faecium, was auf dessen potenziellen Einfluss auf die Etablierung der Laktobazillen-

Mikrobiota hindeutet. Hinsichtlich des Einflusses von Enterokokken als Probiotika auf die 

Population von Laktobazillen im Magen-Darm-Trakt der Ferkel stehen dagegen nur sehr be-

grenzte und dabei sehr divergierende Daten zur Verfügung. Am häufigsten wurde die Ge-

samtzahl der Laktobazillen ermittelt. So zeigen VAHJEN et al. (2002) und SAMLI et al. 

(2007), dass die Verfütterung des auch in dieser Arbeit verwendeten probiotischen E. faecium 

NCIMB 10415 an Puten und Hühner zu einer Erhöhung der Anzahl der Laktobazillen führte. 

In der Arbeit von MACHA (2007) beeinflusste E. faecium NCIMB 10415 hingegen die Lak-

tobazillus-Populationen im intestinalen Trakt der Ferkel nicht. Auch andere verfütterte Ente-

rokokken-Stämme weisen variable Effekte auf: Nach der Gabe des probiotischen E. faecium 

7134 an Welpen registrierte WEIß (2003) im Kot erhöhte Zellzahlen von Laktobazillen; 

STROMPFOVA et al. (2006) fanden nach Supplementierung des probiotischen E. faecium 

EK 13 an Saugferkel dagegen keine Erhöhung der Populationsgröße bei den Laktobazillen. 

Die hier vorgelegten Ergebnisse zeigen, dass die Verfütterung von E. faecium NCIMB 10415 

nur zu wenigen statistisch signifikanten Unterschieden zwischen beiden Versuchsgruppen 

führte. Allerdings waren die Laktobazillus-Populationen sowohl im Magen als auch im Colon 

ascendens der Probiotikum-Tiere in der Saugperiode und nach dem Absetzen größer als in der 

Kontrollgruppe. Betrachtet man die prozentualen Anteile von Laktobazillen an der gesamten 

eubakteriellen Population, waren für Magen und Jejunum ebenfalls keine statistisch signifi-

kanten Unterschiede zwischen beiden Gruppen zu messen, wohingegen im Colon ascendens 

diese Werte in der Probiotikum-Gruppe an allen Beobachtungstagen (teilweise signifikant) 

niedriger lagen als in der Kontrollgruppe. Da in der analysierten Literatur die positive Wir-
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kung probiotischer Enterokokken auf Laktobazillen entweder in vitro oder im Organismus 

anderer Tierarten (nicht für Schweine) nachgewiesen wurde, sollten offensichtlich auch der 

Einfluss spezifischer Habitate sowie Eigenheiten der Interaktionen verfütterter probiotischer 

Stämme mit der wirtspezifischen Lactobacillus-Spezies berücksichtigt werden. 

Enterococcus spp. 

Da der verfütterte Stamm zur Gattung Enterococcus spp. zählt, wurde in den untersuchten 

Proben auch die Konzentration dieser Bakteriengattung bestimmt. Dabei konnte zu allen Beo-

bachtungszeitpunkten eine deutliche fördernde Wirkung von E. faecium NCIMB 10415 auf 

die Enterococcus-Population festgestellt werden: Sowohl im Magen als auch im Jejunum und 

im Colon ascendens waren die Enterokokken-Zellzahlen und ihre prozentualen Anteile an der 

gesamten eubakteriellen Population in der Probiotikum-Gruppe signifikant höher als in der 

Kontrollgruppe. Eine fördernde Wirkung probiotischer Enterokokken-Stämme auf die Größe 

der Enterokokken-Population wurde ebenso in Studien von MOLITOR (1996), VAHJEN et 

al. (2002), HEINRICHS (2005) und STROMPFOVA et al. (2006) beobachtet. 

Bei der Interpretation der erhöhten absoluten Zellzahlen sollte angemerkt werden, dass die 

indigenen Enterokokken laut neueren molekularbiologischen Untersuchungen nur eine unter-

geordnete Rolle in der intestinalen Mikrobiota spielen: Von den 4270 von LESER et al. 

(2002) untersuchten Sequenzen (aus intestinalen Proben von Schweinen) gehörten nur zwei 

der Gattung Enterococccus an. Auch in der vorliegenden Untersuchung lag Anteil der Entero-

kokken an der gesamten eubakteriellen Population zwischen 0,00001 und 0,1%. Aus diesem 

Grund ist die Möglichkeit eines wesentlichen Einflusses auf die Mikrobiota unter Vorbehalt 

zu bewerten. 

Bei der Betrachtung der erhöhten Zellzahlen von Enterokokken müssen ferner noch weitere 

Aspekte berücksichtigt werden: Die Enterokokken gehören zu der Gruppe der homofermenta-

tiven Milchsäurebakterien, die bei Fermentation von Hexosen L(+)-Isomere der Milchsäure 

produzieren (FRANZ & HOLZAPFEL, 2004). Wie bereits in der Literaturübersicht ausge-

führt (s. S. 16), kann Milchsäure antimikrobiell auf pathogene Spezies wirken und an der  

Etablierung der Säure-Milieus bei Saugferkeln beteiligt sein (CRANWELL et al., 1976). Von 

Enterokokken produzierte L(+)-Isomere der Milchsäure können außerdem vom Wirtsorga-

nismus schneller als D(-)-Isomere verstoffwechselt werden und werden deshalb als „physio-

logische Isomere“ betrachtet (GIESECKE et al., 1985; PANG & BOYSEN, 2007). Allerdings 

ist anzumerken, dass Enterokokken viel weniger Laktat als z.B. homofermentative Laktoba-

zillen bilden   (AXELSSON 2004).  
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Die Fähigkeit von Enterokokken, zahlreiche Bakteriozine (Enterozine) zu produzieren, die 

bakterizid oder bakteriostatisch vor allem auf Gram-positive Bakterien (Listeria spp., Clostri-

dium spp., Bacillus spp., Staphylococcus spp.) wirken, wird ebenso als mögliche probiotische 

Wirkung betrachtet (FOULQUIE MORENO et al., 2006). Auf der anderen Seite sind auch 

mögliche Risiken der Präsenz von Enterokokken in hohen Zellzahlen zu berücksichtigen. So 

können einzelne Enterokokken-Stämme Bakteriozine gegen potenziell für den Organismus 

günstige Bakterien – wie etwa Lactobacillus spp. – produzieren. Hierzu zählen z.B. Munditi-

cin KS von E. mundtii, Enterocin L50 von E. faecium L50 und 6T1a, Enterocin P von E. fae-

cium P13, Enterolysin A von E. faecalis LMG 2333, sowie Enterocin B von E. faecium 

CTC492, T136 und BFE 900 (FRANZ & HOLZAPFEL, 2004). Weiterhin wurde bereits in 

den 90er Jahren entdeckt, dass die Enterokokken zahlreiche Gene besitzen, die für die Ent-

wicklung von Resistenzen gegen klinisch relevante Antibiotika verantwortlich sind. Dabei 

können Enterokokken über verschiedene Mechanismen des Gentransfers (pheromon-

responsive Plasmide, konjugative und nicht-konjugative Plasmide, Transposons) einer Spe-

zies, die frei von Antibiotika-Resistenz-Genen ist, sowohl solche als auch Adhäsionsgene von 

anderen – auch pathogenen – Spezies beschaffen (MURRAY,1990; CLEWEL, 1990; 

LANDMAN & QUALE, 1997; LECLERCQ, 1997).  

Bifidobacterium spp. 

Nach Erkenntnissen aktueller Studien sind auch Bifidobakterien nur in sehr geringem Maße in 

der intestinalen Mikrobiota des Schweins vertreten. Keiner der porcinen intestinalen Klone 

aus der 16S rRNA-Sammlung in der Studie von LESER et al. (2002) weist eine phylogeneti-

sche Ähnlichkeit mit Vertretern der Gattung Bifidobacterium auf. In den Arbeiten von MIK-

KELSEN et al. (2003) und MOURA et al. (2007), die auf der Detektion von 16S rRNA der 

Bifidobakterien basierten, waren nur wenige Ileum-, Caecum-, Colon- und Faeces-Proben von 

saug- und abgesetzten Ferkeln Bifidobacterium-positiv. MIKKELSEN et al. (2003) berichten 

außerdem, dass der Anteil der Bifidobakterien an der gesamten bakteriellen Population bei 

Saugferkeln weniger als 1% betrug. Die eigenen Ergebnisse stimmen mit diesen Beobachtun-

gen weitgehend überein. Unabhängig von der Fütterungsvariante waren nur wenige Proben im 

Magen, Jejunum oder Colon ascendens Bifidobacterium-positiv. An den Tagen 31, 35 und 56 

gaben die untersuchten Proben sowohl der Probiotikum- als auch der Kontrolltiere nur negati-

ve Signale bei der Reaktion mit dem Bifidobacterium-Primer. Im Fall positiver Ergebnisse 

wurde festgestellt, dass die Anteile der Bifidobakterien an der gesamten eubakteriellen Popu-

lation im Bereich von 0,0001 bis 0,01% lagen, was 105-106 Zellen/g FM entsprach.  
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Mit Blick auf den Einfluss des verfütterten Probiotikums in dieser Studie wurden keine statis-

tisch signifikanten Unterschiede in der Größe der Bifidobakterien-Population zwischen den 

beiden Fütterungsgruppen festgestellt. Im Colon ascendens waren die prozentualen Anteile 

der Bifidobakterien an der gesamten bakteriellen Population in der Probiotikum-Gruppe an 

allen Tagen niedriger als in der Kontrolle, die Unterschiede erwiesen sich dabei (mit Aus-

nahme des 28. Tags) als nicht statistisch signifikant. 

Escherichia spp. 

Die Wirkung probiotischer Stämme auf die Populationen koliformer Bakterien wird in der 

Literatur meist als hemmend beschrieben. So konnte in den Studien von SCHAREK et al. 

(2005) und MACHA (2007) gezeigt werden, dass E. faecium NCIMB 10415 zur Reduzierung 

der Nachweishäufigkeit des E. coli Serovars O141 und zur Verringerung von E. coli mit 

nachgewiesenen Pathogenitätsgenen bei den untersuchten Ferkeln führte. Auch in der Arbeit 

von STROMPFOVA et al. (2006) wurde eine deutliche Reduzierung von E. coli nach der 

Verfütterung des probiotischen E. faecium EK13 beobachtet. In einer Reihe anderer Studien 

wurde dagegen kein Einfluss des supplementierten Probiotikums auf die E. coli-Populationen 

beobachtet: So beeinflusste der probiotische Stamm E. faecium DSM 7134 in den Studien von 

HEINRICHS (2005) und BÖHMER et al. (2006) die Populationen koliformer Bakterien 

nicht. 

Die Resultate der hier beschriebenen Untersuchungen haben die hemmende Wirkung des pro-

biotischen E. faecium NCIMB 10415 auf Populationen von Escherichia spp., die auch in den 

Arbeiten von SCHAREK et al. (2005) und MACHA (2004, 2007) verzeichnet wurde, bestä-

tigt. Sowohl im Magen als auch im Jejunum und im Colon ascendens waren die Zellzahlen 

von Escherichia spp. und ihre prozentualen Anteile an der gesamten eubakteriellen Populati-

on in der Probiotikumgruppe numerisch geringer als in der Kontrollgruppe. Die statistische 

Analyse der Werte beider Fütterungsgruppen förderte allerdings nur vereinzelt signifikante 

Unterschiede zutage. 

Die hemmende Wirkung probiotischer Bakterien auf pathogene Enterobakterien wird zumeist 

unter Rückgriff auf die „competitive exclusion“-Theorie beschrieben. Mehrfach wurde dabei 

eine Verhinderung der Adhäsion koliformer Bakterien bei Anwesenheit probiotischer Zellen 

beschrieben (KIRJAVAINEN et al., 1998; MACK et al., 1999; SERVIN & COCONNIER, 

2003; COLLADO et al., 2007). Dabei können probiotische Bakterien im Darm sowohl die 

Mucin-Expression induzieren als auch selbst die Adhäsionsrezeptoren, die auch für Entero-

bakterien geeignet sind, besiedeln (MACK et al., 1999; HOOPER & GORDON, 2001; SER-

VIN & COCONNIER, 2003). Einige probiotische Bakterien sind auch in der Lage, mit ente-
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ropathogenen Stämmen zu koaggregieren, was z.B. für Laktobazillen und E. coli K88 be-

schrieben wurde (SPENCER & CHESSON, 1994). RINKINEN et al. (2003) bemerken dabei, 

dass die Koaggregierung besonders effektiv ist, wenn die probiotischen Spezies Bakteriozine 

produzieren können, die in engem Kontakt mit pathogenen Bakterien besonders effektiv auf 

diese wirken. Für manche Bakteriozine, die probiotische Enterokokken synthetisieren können, 

wurde tatsächlich eine inhibitorische Aktivität gegen einige enteropathogene Bakterien be-

schrieben: In der Studie von LAUKOVA et al. (2003) etwa wirkte Enterozin A von E. faeci-

um EK 13 hemmend auf Salmonella enterica serovar Düsseldorf. FOULQUIE MORENO et 

al. (2003) dagegen fanden bei der Untersuchung der inhibitorischen Aktivität der Bakteriozi-

nen von sieben probiotischen E. faecium-Stämmen (unter anderem E. faecium NCIMB 

10415) keine Wirkung auf den geprüften Escherichia coli LMG 2092-Stamm. Allerdings 

wurde die Existenz eines enterozin-ähnlichen Peptides von E. faecium NCIMB 10415 mit 

einer Molekularmasse von ca. 4,5 kDa nachgewiesen, dessen Eigenschaften bislang noch 

nicht weiter untersucht worden sind. 

Eine indirekte Wirkung probiotischer Bakterien auf koliforme Bakterien wird in der Literatur 

ebenfalls beschrieben. Sowohl Milchsäure als auch erhöhte Konzentrationen flüchtiger Fett-

säuren (SAKATA et al., 1999, 2003; NOUSIANEN et al., 2004), die bei der Anwesenheit 

probiotischer Bakterien beobachtet wurden, können antimikrobiell auf pathogene Enterobak-

terien wirken (BLOM & MØRTVEDT, 1991; SUOMALAINEN & MÄYRÄ-MÄKINEN, 

1999; OUWEHAND, 2004). 

L. acidophilus, L. amylovorus, L. johnsonii, L. mucosae und L. reuteri 

Um den Einfluss des untersuchten E. faecium NCIMB 10415 auf einzelne Vertreter der domi-

nanten bakteriellen Gruppe des porcinen Magen-Darm-Trakts – Lactobacillus spp. – zu über-

prüfen, wurden die dominanten Spezies dieser Gruppe quantifiziert. Innerhalb der Lactobacil-

lus-Gruppe im GIT des Schweins werden allerdings von verschiedenen Forschern 

unterschiedliche Spezies wie L. amylovorus, L. acidophilus, L. crispatus, L. reuteri und L. 

ruminis als dominant erachtet (PRYDE et al., 1999; DU TOIT et al., 2001; Al JASSIM, 2003; 

SIMPSON et al. 2000; LESER et al., 2002; KONSTANTINOV et al., 2004). Als Ergebnis 

von 16S rRNA-Analysen allerdings werden lediglich L. amylovorus, L. johnsonii und L. reu-

teri als dominante Vertreter der porcinen intestinalen Mikrobiota genannt (LESER et al., 

2002; PRYDE et al., 1999; KONSTANTINOV et al., 2004). Diese und ihre zahlreichen nach-

gewiesenen antimikrobiellen Mechanismen gegen pathogene Spezies wurden als mögliche 

Elemente des probiotischen Einflusses angenommen und daher in der vorliegenden Arbeit 

untersucht. Die Spezies L. acidophilus und L. mucosae, die nicht so zahlreich sind wie die 
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oben genannten Stämme, aber im porcinen Magen-Darm-Trakt häufig vorkommen, wurden 

ebenso in den Versuchsproben quantifiziert. 

Die Ergebnisse der Untersuchungen zeigen, dass sowohl im Magen als auch in Jejunum und 

Colon ascendens nur vereinzelte Proben L. acidophilus-positiv waren. Unabhängig von der 

Fütterungsvariante lagen die absoluten Zellzahlen im Bereich von 102-105 Zellen/g Feucht-

masse und der Anteil der Spezies an der gesamten Lactobacillus-Population bei ca. 0,0009-

0,07%. Dabei waren in der Saugperiode mehr Proben positiv als nach dem Absetzen. Was den 

Einfluss des verfütterten Probiotikums betrifft, so konnten keine signifikanten Unterschiede 

zwischen beiden Gruppen festgestellt werden. Auf Grundlage der ermittelten Werte kann 

vermutet werden, dass L. acidophilus zur Begleitflora im Magen-Darm-Trakt gehören kann, 

und abgesehen von der in der Literatur nachgewiesenen Bakteriozine-Produktion nur in ge-

ringem Maße für die intestinale Gesundheit des Schweins (zumindest unter institutseigenen 

Bedingungen) bedeutsam ist. 

Im Gegensatz dazu wurde für L. johnsonii eine deutliche Wirkung durch E. faecium NCIMB 

10415 beobachtet. Die L. johnsonii-Populationen in Magen, Jejunum und Colon ascendens 

der Probiotikumferkel lag höher als bei den Kontrolltieren. Die absoluten und relativen Unter-

schiede zwischen beiden Gruppen waren überwiegend statistisch signifikant – die absoluten 

Werte lagen dabei im Bereich von 104-107 Zellen/g Feuchtmasse, die prozentualen Anteile an 

der gesamten Lactobacillus-Population im Bereich von 0,9 bis 20,5%. 

Bei der Betrachtung dieser Ergebnisse ist zu berücksichtigen, dass L. johnsonii antimikrobiell 

auf eine Reihe von pathogenen Enterobakterien wirken kann. Es wurde nachgewiesen, dass 

das Lactocin F Bakteriozin von L. johnsonii auf Enterococcus faecalis und Clostridium 

perfringens bakterizid wirkt (ABEE et al., 1994; DU TOIT, 1998). SERVIN & COCONNIER 

(2003) berichten zudem, dass der Stamm L. johnsonii LaI die Adhäsion enterophatogener E. 

coli und Salmonella enterica serovar typhimurium auf intestinale Caco-2-Epithellzellen inhi-

bieren kann. Mit Blick auf den möglichen antimikrobiellen Wirkungsmechanismus von L. 

johnsonii haben SERVIN & COCONNIER (2003) vermutet, dass aufgrund des Fehlens spezi-

fischer pathogen-adhäsiver Faktoren bei L. johnsonii der Stamm die Adhäsion pathogener 

Spezies durch eine sterische Hinderung inhibiert. NEESER et al. (2000) haben nachgewiesen, 

dass L. johnsonii zur Expression spezifischer Substanzen (O-glycosylated Mannoprotein und 

asialo-GM1 Glykolipid) fähig ist, die seine Adhäsion (bzw. Bindung mit spezifischen Rezep-

toren) an der Epithelzelle ermöglichen. Einige pathogene Spezies (E. coli, Pseudomonas ae-

ruginosa) synthetisieren dieselben Substanzen, um mit ihrer Hilfe an der Epithelzelle anhaften 
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zu können. Dadurch entsteht laut NEESER et al. (2000) eine direkte Konkurrenz zwischen L. 

johnsonii und pathogenen Spezies um dieselben Rezeptoren an der Epithelzelle. 

Beim Einfluss des probiotischen E. faecium NCIM 10415 auf L. amylovorus/L. sobrius wur-

den überwiegend nicht signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen festgestellt. Aller-

dings waren die L. amylovorus-Populationen in der Probiotikumgruppe zumindest rein nume-

risch sowohl im Magen als auch im Jejunum und im Colon ascendens stärker vertreten als in 

der Kontrolle. Absolute Zellzahlen wurden dabei auf dem Niveau von 103 bis 108 registriert, 

was zu den Ergebnissen von KONSTANTINOV et al. (2004) passt. Die prozentualen Anteile 

von L. amylovorus an der gesamten Laktobazillus-Population lagen im Bereich von 0,006 bis 

8,2%. Wie bereits bei den anderen Stämmen waren die größten prozentualen Anteile im Ma-

gen und die geringsten im Colon ascendens festzustellen. Wie die anderen in dieser Arbeit 

untersuchten Lactobacillus-Stämme (L. acidophilus, L. johnsonii, L. reuteri) kann L. amylo-

vorus antimikrobiell wirkende Substanzen synthetisieren. Die Bakteriozine Lactobin A und 

Amylovorin L471 können dabei, zumindest in vitro, bakterizid auf einige Clostridium spp. 

und Listeria spp. wirken (CALLEWAERT et al. 1999), was als gesundheitsfördernde Wir-

kung dieser Spezies betrachtet werden kann, die allerdings – in Anbetracht der hier ermittel-

ten Ergebnisse – offenbar durch Gabe des untersuchten Probiotikums nicht verstärkt nutzbar 

zu machen ist. 

Zur Untersuchung von L. reuteri muss eingangs festgehalten werden, dass unabhängig von 

der Fütterungsvariante diese Spezies in den untersuchten Proben eine dominierende Rolle 

innerhalb der Lactobacillus-Population sowohl im Magen als auch in Jejunum und Colon as-

cendens der untersuchten Tiere spielt. Die prozentualen Anteile von L. reuteri an der gesam-

ten Lactobacillus-Population lagen dabei im Bereich zwischen 0,97 und 60,98%, die absolu-

ten Zellzahlen bei 104 bis 108 Zellen/g Feuchtmasse. Wie im Fall von detektierten L. 

acidophilus und L. amylovorus wurden zwar nur einige statistisch signifikante Unterschiede 

zwischen beiden Fütterungsgruppen festgestellt, sowohl im Jejunum als auch im Colon as-

cendens waren allerdings die prozentualen Anteile von L. reuteri an der gesamten Lactobacil-

lus-Population in der Probiotikum-Gruppe höher als in der Kontrolle, was auf eine mögliche 

fördernde Wirkung des probiotischen E. faecium NCIMB 10415 hindeutet. Dies kann bedeut-

sam sein, wenn man die potenziell antimikrobiellen Eigenschaften von L. reuteri berücksich-

tigt. Mithilfe seiner antimikrobiellen Komponenten – Reuterin und Reutericyclin – kann L. 

reuteri nicht nur bakterizid auf enteropathogene Bakterien, sondern auch auf Pilze, einige 

Protozoen und auf Viren (z.B. Rotavirus) wirken (OUWEHAND & VESTERLUND, 2004). 

ROOS et. al. (1996) haben außerdem gezeigt, dass L. reuteri ein collagen-bindendes Protein 
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synthetisiert, das die Hemmung der Adhäsion pathogener Spezies an den Epithelzellen be-

günstigen kann. Auch eine Autoaggregation (Bildung multizellulärer Aggregate bestehend 

aus Zellen einer Spezies) und die anschließende Bildung eines Biofilms auf dem Darm-

Epithelium wurden für L. reuteri beschrieben (ROOS et al., 1999). Offensichtlich kann im 

Fall erhöhter Konzentrationen von L. reuteri bzw. durch die Ausprägung dieser Eigenschaften 

der Magen-Darm-Trakt der Ferkel in beträchtlichem Umfang gegen pathogene Spezies ge-

schützt werden. Dass das untersuchte Probiotikum hierzu wesentlich beitragen kann, ist auf 

Grundlage der aufgelisteten Ergebnisse allerdings nicht gesichert. 

Lactobacillus mucosae ist eine phylogenetisch nah mit L. reuteri verwandte Spezies, für die – 

im Unterschied zu L. reuteri – auch die Fähigkeit der direkten Adhäsion am Mucus nachge-

wiesen wurde (ROOS et al., 2000). Nach den Ergebnissen der Quantifizierung war die L. mu-

cosae-Population sowohl im Magen als auch im Jejunum und im Colon ascendens der Ver-

suchstiere die zweitgrößte Gruppe der Laktobazillen. Die Zellzahlen lagen im Bereich von 103 

bis108 Zellen/g Feuchtmasse, die relativen Anteile an der gesamten Lactobacillus-Population 

bewegten sich im Bereich von 0,3 bis 40,19%. Statistisch signifikante Unterschiede wurden 

für Magen und Colon ascendens kaum festgestellt. Im Jejunum dagegen war die L. mucosae-

Population in der Probiotikumgruppe an allen Tagen (außer dem 14.) signifikant niedriger als 

in der Kontrolle (sowohl absolute als auch relative Zellzahlen). Im Magen waren die L. muco-

sae-Zellzahlen in der Probiotikumgruppe rein numerisch ebenfalls niedriger als bei den Kon-

trolltieren, was sich als für den Organismus günstig erweisen kann: Dadurch dass Zellen die-

ser Spezies mit dem Mucus verbunden sind, kann eine Verringerung ihrer Zahl auf eine 

verminderte Abschilferung der Epithelzellen im Darmlumen hindeuten. L. mucosae ist bislang 

nur selten in Studien untersucht worden. Mit den hier vorgestellten weitgehend übereinstim-

mende Ergebnisse sind allerdings bei HIRSCH (2005) dokumentiert, die den Einfluss der Zu-

fütterung von Xylanase auf die bakterielle Besiedlung des Darms bei Ferkeln mithilfe spezifi-

scher 16S rRNA-Sonden untersuchte. 

Abschließend bleibt festzuhalten, dass E. faecium NCIMB 10415 nur auf L. johnsonii in Ma-

gen, Jejunum und Colon ascendens eine signifikant fördernde Wirkung aufwies. Die im Ver-

gleich zur Kontrollgruppe höheren absoluten und relativen Zellzahlen von L. johnsonii bei 

den Probiotikum-Tieren wurden sowohl in der Saugphase als auch in der Zeit um das Abset-

zen registriert. Es wurde keine statistisch signifikante probiotische Wirkung auf die in den 

untersuchten Proben für dominant befundene Laktobazillus-Spezies – L. reuteri – festgestellt. 

Rein numerisch waren aber die prozentualen Anteile von L. reuteri an der gesamten Laktoba-

zillen-Population im distalen Jejunum und Colon ascendens in der Probiotikum-Gruppe, vor 
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allem nach dem Absetzen, höher als in der Kontrolle. Ebenso rein numerisch war die L. amy-

lovorus-Population bei den Probiotikum-Ferkeln stärker vertreten als bei den Kontrolltieren. 

Die einzigen signifikanten fütterungsabhängigen Unterschiede von L. reuteri- und L. amylo-

vorus-Zellzahlen wurden dabei am 56. Tag registriert. 

Die Ergebnisse der Detektierung der 16S rDNA von L. acidophilus in den untersuchten Di-

gesta-Proben waren zumeist negativ. Die positiven Befunde wiesen auf eine nur untergeord-

nete Rolle dieser Spezies in der gastrointestinalen Mikrobiota der Versuchsferkel hin. Auf 

Grundlage der detektierten Zellzahlen kann L. acidophilus als Begleitart in den untersuchten 

Lokalisationen des Magen-Darm-Traktes aufgefasst werden, die keiner statistisch signifikan-

ten probiotischen Wirkung unterlag. Die positiven Signale der untersuchten Proben mit dem 

L. mucosae-Primer zeigen unabhängig von der Fütterungsvariante, dass nicht allein die Darm-

mukosa das Haupthabitat dieser Spezies ist: Auch im Lumen können diese Bakterien (zumin-

dest gemessen an der 16S rDNA) vertreten sein. Im distalen Jejunum der Probiotikum-Tiere 

war die L. mucosae-Population signifikant kleiner als in der Kontrolle. Auch im Magen und 

Colon ascendens konnte dieser Trend beobachtet werden. Rein numerisch waren die absolu-

ten und relativen Zellzahlen von L. mucosa in diesen Lokalisationen der Probiotikumtiere 

niedriger als in der Kontrolle, was auf eine mögliche Verringerung der abgeschilferten Epi-

thelzellen im Lumen hinweisen könnte. Die nicht signifikanten Unterschiede im Fall von L. 

acidophilus, L. amylovorus, L. reuteri sowie teilweise von L. mucosae können sowohl mit 

dem Fehlen probiotischer Effekte auf diese Spezies als auch durch spezifische Interaktionen 

innerhalb der Lactobacillus-Population erklärt werden. Viele Laktobazillen können Bakterio-

zine gegen nahverwandte Spezies synthetisieren, so dass überschüssige Mengen oder die ge-

samte Population eliminiert werden kann. 

E. faecium und E. faecalis  

Der Einfluss des probiotischen Enterococcus faecium NCIMB 10415 auf die phylogenetisch 

nahverwandten aber potenziell pathogenen Enterococcus faecium und Enterococcus faecalis 

wurde mit Hilfe spezifischer Primer von EATON und GASSON (2001) untersucht, die die 

Stämme anhand ihrer Adhäsionsgene (EfaAfm und EfaAfs) identifizieren können. Nur wenige 

Proben (in der Probiotikum- wie in der Kontrollgruppe) wiesen mit diesen Primern positive 

Ergebnisse auf, und die Unterschiede zwischen den beiden Fütterungsgruppen waren statis-

tisch nicht signifikant. Bei der Interpretation dieser Resultate ist zu überlegen, ob die detek-

tierten Sequenzen bei den porcinen E. faecium- und E. faecalis-Stämmen überhaupt vorkom-

men und ob in den eigenen Institutsbeständen solche Spezies zum Zeitpunkt der 

Probenentnahme persistierten. Des Weiteren sollten auch mögliche „technische“ Schwierig-
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keiten, wie z.B. Extraktionseffizienz, Qualität der angewendeten Reagenzien (Primer), etc. 

berücksichtigt werden.   

4.4 Einfluss des probiotischen E. faecium NCIMB 10415 auf die bakterielle Stoffwech-

selaktivität der Magen-Darm-Mikrobiota der Ferkel 

Lactat 

Da der verfütterte Stamm E. faecium NCIMB 10415 zur Gruppe der Milchsäurebakterien ge-

hört, war es von besonderem Interesse, die Konzentration der Milchsäure, die mit der mikro-

biellen Aktivität des probiotischen Stamms eventuell in Verbindung stehen könnte, zu ermit-

teln. Dabei wurde festgestellt, dass in der Saugphase sowohl im Magen als auch im Colon 

ascendens die Konzentration der Milchsäure bei den Probiotikum-Tieren nur numerisch höher 

war als in der Kontrolle. Nach dem Absetzen waren die Unterschiede im Colon ascendens zu 

drei Beobachtungszeitpunkten allerdings statistisch signifikant, und am 56. Tag galt dies auch 

für Jejunum und Magen der Probiotikum-Ferkel. Diese Ergebnisse decken sich nur teilweise 

mit jenen anderer Studien, die ebenso höhere Laktat-Gehalte bei der Zufütterung des probioti-

schen E. faecium NCIMB 10415 registrierten: MÄNNER et al. (2002) und VAHJEN et al. 

(2002) vermelden erhöhte Laktat-Gehalte bei Puten, vor allem aber im Dünndarm. Dagegen 

registrierte MACHA (2007) nach der Verfütterung desselben probiotischen Stamms an Ferkel 

keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Laktat-Mengen in den Proben von 

Probiotikum- und Kontrolltieren (mit Ausnahme des Jejunums am 56. Tag, wie in der vorlie-

genden Arbeit). WEIß (2003) und HEINRICHS (2005) stellten nach der Verfütterung des 

probiotischen E. faecium 7134 an Welpen und Broiler ebenfalls keine Erhöhung des Laktat-

Gehaltes fest. 

Die ermittelten statistischen Signifikanzen (alle Lokalisationen am 56. Tag und Colon ascen-

dens am 31., 35. und 56. Tag) wurden auch bei der Bewertung der Konzentrationen einzelner 

L(+)- und D(-)-Isomere festgestellt. Dabei war die Konzentration von L(+)-Laktat in der Pro-

biotikumgruppe höher als in der Kontrolle, was auf einen möglichen Einfluss der Enterokok-

ken hindeutet, bei denen dieses Isomer am Ende der KohlenhydratFermentation entsteht. Für 

die Überprüfung dieser Hypothese wurde eine Korrelationsanalyse durchgeführt und der Grad 

der Übereinstimmung der detektierten Bakterien-Zellzahlen und der gemessenen Konzentrati-

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

Magen Jejunum Colon  

L D L D L D 
E. faecium NCIMB 10415 ,427(*) ,542(**) ,468(*) - - - 

Gesamt Eubacteria ,683(**) ,833(**) ,721(**) ,644(**) ,473(*) ,491(*) 

Lactobacillus spp. ,703(**) ,853(**) ,649(**) ,774(**) ,510(**) ,519(**) 

Enterococcus spp. ,398(*) ,561(**) - - - - 

Bifidobacterium spp. spp.spp. ,821(*) ,857(*) - - - - 

Enterobacteriaceae - - - - - - 

E.faecium - ,530(*) - - - - 

E.faecalis - - - - - - 

L.acidophilus - - - - - - 

L.amylovorus ,607(**) ,779(**) - ,563(*) - - 

L.johnsonii ,517(*) ,709(**) ,696(**) ,742(**) ,450(*) - 

L.mucosae ,821(*) - ,618(*) ,745(**) - - 

L.reuteri ,632(**) ,737(**) ,591(**) ,669(**) ,414(*) ,412(*) 

* p≤0,01; ** p≤0,001 

Tabelle 36 zeigt, dass zwischen der Enterokokken-Zellzahl und dem Laktat (sowohl L(+)- als 

auch D(-)-Isomere) statistisch keine bedeutsame Korrelation besteht. Die höchsten r2-Werte 

wurden für die Magen-Proben errechnet. Aber auch hier korrelierten eher Lactobacillus spp. 

und andere Laktobazillen-Spezies mit dem Laktat-Gehalt als die Enterokokken und E. faeci-

um NCIMB 10415. Da eine fördernde Wirkung des untersuchten Stamms auf L. johnsonii 

festgestellt wurde, dessen Zellzahlen sowohl im Magen als auch im Jejunum mit dem Laktat-

Gehalt korrelierten, lässt sich schlussfolgern, dass E. faecium NCIMB 10415 indirekt zur Er-

höhung des Laktat-Gehaltes beiträgt, zumal das Probiotikum auch andere, in dieser Arbeit 

nicht untersuchte Laktobazillen fördern könnte, die wie L. johnsonii Laktat produzieren. 

Betrachtet man die Dynamik des Laktats insgesamt sowie nach L(+)- und D(-)-Form getrennt, 

so lässt sich zunächst ein deutlicher Rückgang der Gesamtkonzentration im Magen und im 

Jejunum vom 7. bis zum 56. Tag konstatieren, was offensichtlich den Einfluss des Diät-

Wechsels widerspiegelt. Hinsichtlich des Verhältnisses von L- und D-Laktat war mit zuneh-

mendem Alter eine tendenzielle Erhöhung der Konzentration (mmol/L) an L-Laktat im Ma-

gen und im Jejunum zu beobachten; entsprechend ging der relative D-Isomer-Anteil zuneh-

mend zurück. Da es sich bei D-Laktat vor allem um mikrobielles Laktat handelt, passt diese 

Beobachtung zum Rückgang der Zellzahlen fast aller in Magen und Jejunum detektierten bak-

teriellen Gruppen und Spezies. Die altersabhängige relative Zunahme von L(+)-Laktat in Ma-

gen und Jejunum könnte durch mehrere Faktoren beeinflusst werden: einerseits ein Substrat-

wechsel und als Folge eine erhöhte L(+)-Laktat-Produktion von Stämmen, die in der 

Saugperiode nicht vorhanden waren oder nur eine untergeordnete Rolle spielten, andererseits 
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eine im Vergleich zur Saugperiode intensivere Glycolyse, bei der physiologisches Laktat ent-

steht. Insgesamt deutet alles darauf hin, dass die gemessenen Laktat-Konzentrationen nicht 

direkt mit der Anwesenheit der probiotischen Bakterien begründet werden kann. 

Ammonium  

Die in Jejunum- und Colon ascendens der Versuchstiere gemessenen Ammoniumionen-

Konzentrationen können theoretisch Rückschluss auf die proteolytische Aktivität der intesti-

nalen Mikrobiota geben. Ammonium, Amine und Amide, die nach der Proteolyse entstehen, 

werden für den Wirt als toxisch und mutagen betrachtet (MACFARLANE & MACFARLA-

NE, 1995; NYACHOTI et al., 2006). Verschiedene Autoren nehmen an, dass Probiotika bzw. 

einzelne bakterielle Spezies (Bacteroides spp., Lactobacillus spp., Streptococcus spp) den 

Stoffwechsel des Wirtsorganismus von solchen giftigen Substanzen entlasten können (MAC-

FARLANE & MACFARLANE, 1995). 

Für die gemessenen Konzentrationen von Ammoniumionen in Jejunum und Colon ascendens 

wurden keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen beiden Fütterungsgruppen fest-

gestellt. Tendenziell lagen aber die Werte der Kontrollgruppe sowohl im Jejunum als auch im 

Colon ascendens zu allen Beobachtungszeitpunkten höher als bei den Probiotikumtieren.  

Analoges haben auch MACHA (2007) berichtet, was für eine ammonium-reduzierende Wir-

kung von E. faecium NCIMB 10415 spricht. Betrachtet man die Dynamik der Ammoniumio-

nen unabhängig von der Fütterungsvariante, so lässt sich, wie im Fall des Laktats, ein klarer 

Rückgang der Konzentration in beiden Darmabschnitten beobachten. Dies entspricht wieder-

um den Ergebnissen anderer Studien: KONSTANTINOV et al. (2004) vermuten, dass der 

Rückgang des Ammoniumgehalts durch die schnelle Proliferation der intestinalen Bakterien 

nach dem Absetzen erklärt werden kann. Die im luminalen Inhalt gemessene Konzentration 

der Ammoniumionen gestattet allerdings keine eindeutige Aussage über ihre tatsächliche 

Freisetzung, ihre Absorption oder bakterielle Fixierung, da diese Ereignisse vor allem in der 

mukosalen Schicht bzw. auf der Oberfläche der Epithelzellen passieren. 

Flüchtige Fettsäuren 

Die flüchtigen Fettsäuren sind Endprodukte der mikrobiellen Fermentation von Kohlenhydra-

ten (BACH-KNUDSEN et al., 1991). Sie sind für den Darm in mehrfacher Hinsicht bedeut-

sam. Einzelne kurzkettige Fettsäuren können eine antimikrobielle Wirkung gegen pathogene 

Bakterien aufweisen, und ihre Anwesenheit im Darm wird als gesundheitsförderlich erachtet 

(ROLFE, 2000). Andere Fettsäuren, wie z.B. iso-Valeriansäure und iso-Buttersäure, gelten 

hingegen als potenziell toxische Substanzen und als peptidolytische Abbauprodukte (TOP-

PING & CLIFTON, 2001). 
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Von besonderer Bedeutung ist die Beteiligung kurzkettiger Fettsäuren an verschiedenen me-

tabolischen Reaktionen des Wirtsorganismus: Essigsäure kann über das Blut in die peripheren 

Gewebe gelangen und zum Beispiel als Energiequelle für Myozyten dienen (BERGMAN, 

1990), Propionsäure nimmt an der Glukoneogenese in der Leber teil (MONTAGNE et al., 

2003) und n-Buttersäure ist eine wichtige Energiequelle für Kolonozyten (WANG & 

FRIEDMAN, 1998; TOPPING & CLIFTON, 2001). Doch die Präsenz kurzkettiger Fettsäu-

ren (wie auch der Milchsäure) im luminalen Inhalt spiegelt nicht unbedingt den Umfang der 

bakteriellen Produktion dieser Substanzen durch bestimmte Spezies wider. So könnten Antei-

le der Milchsäure bzw. der flüchtigen Fettsäuren zum Zeitpunkt der Messung bereits von an-

deren Mikroorganismen metabolisiert oder vom Darm absorbiert worden sein. Auch der phy-

siologische Zustand der bakteriellen Zellen in den Populationen muss in Betracht gezogen 

werden: Bakterielle Populationen können sowohl metabolisch aktive Zellen (unter anderem 

viable but non-culturable, VBNC und active but non-culturable, ABNC) als auch beschädigte 

und tote Zellen enthalten (YAMAMOTO, 2000). 

Die Bestimmung der Konzentrationen flüchtiger Fettsäuren im Jejunum und Colon ascendens 

in beiden Versuchsgruppen förderte nur wenige statistisch signifikante Unterschiede zutage. 

Tendenziell lag der Gehalt flüchtiger Fettsäuren vor dem Absetzen in der Probiotikumgruppe 

höher als in der Kontrollgruppe. In der Zeit um das Absetzen (28.-35. Tag) wurden dagegen 

im Colon ascendens der Probiotikumtiere weniger flüchtige Fettsäuren gemessen als bei den 

Kontrolltieren. Dies lässt sich möglicherweise mit der unterschiedlichen Zusammensetzung 

der intestinalen Mikrobiota beider Fütterungsgruppen sowie der potentiell erhöhten Absorpti-

on flüchtiger Fettsäuren bei den Probiotikumtieren erklären. Mit Blick auf die Dynamik der 

gemessenen Mengen flüchtiger Fettsäuren ist der deutliche alters- bzw. diätabhängige Anstieg 

(vor allem im Colon ascendens) zu erwähnen, der sowohl für Essig-, als auch für Propion-, n-

Butter- und n-Valeriansäure registriert wurde. Bei i-Butter- und i-Valeriansäure wurde mit 

zunehmendem Alter ein tendenzieller Rückgang der Konzentration beobachtet. 

Mit Blick auf die relative Entwicklung bei einzelnen Säurearten konnten nur hinsichtlich der 

Essig- und der n-Buttersäure deutliche Tendenzen ermittelt werden: Ihr Gehalt lag nach dem 

Absetzen bei den Probiotikumtieren sowohl im Jejunum als auch im Colon ascendens höher 

als in der Kontrollgruppe. Nach dem Absetzen erhöhte Mengen von Acetat wurden auch in 

der Arbeit von MACHA (2007) beobachtet. JADAMUS et al. (2002) stellten nach Verfütte-

rung des probiotischen Bacillus cereus var. toyoi ebenso erhöhte Mengen von n-Buttersäure 

fest. Angesichts der antimikrobiellen Wirkung von Essigsäure und der Rolle der Buttersäure 

als Energiequelle für Enterozyten lässt sich hieraus auf eine positive Wirkung von Probiotika, 

unter anderem E. faecium NCIMB 10415, schließen. 
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5. ZUSAMMENFASSUNG 

Klär, Irina: „Einfluss der Verfütterung des Probiotikums E. faecium (NCIMB 10415) im frü-

hen postnatalen Stadium auf die Zusammensetzung und Stoffwechselaktivität der gastroin-

testinalen Mikrobiota bei Ferkeln“ 

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss der frühzeitigen Gabe des Probiotikums 

Enterococcus faecium NCIMB 10415 (ab dem 1. Lebenstag) auf die Mikrobiota des gastroin-

testinalen Traktes von Ferkeln zu untersuchen. Es sollten sowohl der Verbleib des zugeführ-

ten Stammes im Magen-Darm-Trakt der Ferkel als auch die bakterielle Zusammensetzung der 

Mikrobiota des Magens, distalen Jejunums und Colon ascendens der Ferkel in allen wichtigen 

Produktionsphasen (Saugperiode, Übergang zum Festfutter, Absetzen) auf der Gattung- und 

Spezies-Ebene qualitativ und quantitativ mithilfe von Real-Time PCR untersucht werden. 

Ausgehend von der Hypothese, dass artverwandte bzw. das gleiche Habitat besiedelnde Bak-

terien am ehesten Kandidaten für einen probiotischen Einfluss sind, galt ein besonderes Au-

genmerk den gastrointestinalen Populationen der Laktobazillen. Die Arbeit wurde im Rahmen 

des DFG-Forschungsprojekts 438 „Integrative Analyse der Wirkungsmechanismen von Pro-

biotika beim Schwein“ zwischen 2005 und 2007 durchgeführt. 

Für den Versuch wurden Sauen der Rasse Deutsche Landrasse x Duroc und ihre Nachkom-

men in zwei Fütterungsgruppen – Kontroll- und Probiotikumgruppe – eingeteilt und räumlich 

getrennt gehalten. Die Saugferkel wurden am 28. Lebenstag von der Muttersau abgesetzt. Die 

Supplementierung der Ferkel der Probiotikumgruppe mit dem Probiotikum begann am ersten 

Tag und dauerte bis zum 56. Lebenstag. In der Saugperiode wurden Ferkel mit dem Probioti-

kum ab dem 1. bis zum 14. Tag in Form eines Inokulums (4,8x109 KBE/ml) und ab dem 14. 

bis zum 34. Tag durch Inokulum und Beimischung zum Prästarter-Futter (1,6x107 KBE/g) 

versorgt. Ab dem 35. Lebenstag erfolgte die Gabe des Probiotikums ausschließlich als Beimi-

schung zum Starter-Futter (4,1x106 KBE/g). Das Futter der Sauen sowie der Kontrollferkel 

enthielt kein Probiotikum. Je fünf Ferkel pro Gruppe wurden am 7., 14., 28., 35. und 56. Tag 

getötet, und es wurden Digestaproben aus Magen, distalem Jejunum und Colon ascendens 

entnommen. 

Der spezifische Nachweis und die Quantifizierung des probiotischen Enterococcus faecium 

NCIMB 10415 in den Digestaproben wurde über eine SYBR-Green Real-Time PCR mit dem 

spiked-matrix-Standard durchgeführt. Qualitative Veränderungen der gesamten bakteriellen 

Zusammensetzung in den untersuchten Proben wurden mithilfe der denaturierenden Gradien-

ten-Gelelektrophorese (DGGE) dargestellt. Die Modifizierung der Mikroflora auf der Gat-

tungsebene wurde quantitativ über SYBRGreen- und TaqMan-Real-Time PCR-Assays ebenso 
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mit einem spiked-matrix-Standard und den Primern für Lactobacillus spp., Enterococcus spp., 

Bifidobacterium spp. und Escherichia spp. ermittelt. Auf der Spezies-Ebene wurden Lactoba-

cillus acidophilus, L. amylovorus, L. johnsonii, L. mucosae, L. reuteri sowie die mit dem ver-

fütterten probiotischen Stamm eng verwandten E. faecium und E. faecalis quantifiziert. Die 

Bestimmung der bakteriellen Stoffwechselaktivität erfolgte durch Messung der Konzentratio-

nen von Laktat, Ammoniumionen und flüchtigen Fettsäuren in den untersuchten Digestapro-

ben. 

Der untersuchte probiotische Stamm E. faecium NCIMB 10415 kann den Transit durch Ma-

gen und Dünndarm der Ferkel überleben und in einem vermehrungsfähigen Zustand das Co-

lon ascendens erreichen. Die höchsten Konzentrationen des Probiotikums in Magen, distalem 

Jejunum und Colon ascendens wurden nach zweiwöchiger Supplementierung gemessen, eine 

weitere Verfütterung führte zu keiner Erhöhung der Populationsgröße mehr. Die errechneten 

prozentualen Anteile von E. faecium NCIMB 10415 an der gesamten bakteriellen Population 

lassen die Schlussfolgerung zu, dass der untersuchte Stamm nur eine untergeordnete Rolle in 

der gastrointestinalen bakteriellen Gemeinschaft spielt. Die nach dem Absetzen steigenden 

prozentualen Anteile des Probiotikums an der gesamten bakteriellen Population im Magen 

und im distalen Jejunum könnten darauf hindeuten, dass zumindest in diesen Lokalisationen 

die frühzeitige Supplementierung mit E. faecium NCIMB 10415 die weitere Zusammenset-

zung der Mikrobiota beeinflussen kann. 

Hinsichtlich der mittels DGGE ermittelten Zusammensetzung der eubakteriellen Populationen 

konnten in der Saugperiode nur vereinzelt statistisch signifikante Unterschiede zwischen den 

beiden Fütterungsgruppen ermittelt werden. Nach dem Absetzen (31., 35. und 56. Tag) jedoch 

waren die Magen-, Jejunum- und Colon ascendens-Mikrobioten der Probiotikum-Ferkel sig-

nifikant diverser als die der Kontrolltiere. Die bakteriellen Populationen waren zwischen den 

Tieren der Probiotikum-Gruppe in allen Lokalisationen und zu fast allen Beobachtungszeit-

punkten ähnlicher als in der Kontrollgruppe, was ebenfalls auf eine höhere Stabilität und Ho-

mogentität der gastrointestinalen Mikrobiota in der Probiotikum-Gruppe hindeutet. 

Auf der Gruppen-Ebene (Lactobacillus spp., Enterococcus spp., Bifidobacterium spp., Esche-

richia spp.) zeigte der probiotische Stamm E. faecium NCIMB 10415 nur auf Enterococcus 

spp. in Magen, Jejunum und Colon ascendens an allen Beobachtungszeitpunkten eine statis-

tisch signifikant fördernde Wirkung. Die Zahl der für den Organismus potenziell günstigen 

Laktobazillen erhöhte sich im Magen und Colon ascendens in der Probiotikum-Gruppe nur 

tendenziell in der Saugphase und nach dem Absetzen. Für die Bifidobakterien wurde kein 

statistisch signifikanter Unterschied zwischen beiden Fütterungsgruppen ermittelt. Die Belas-
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tung des Magen-Darm-Traktes mit Escherichia spp. war in der Probiotikumgruppe nur ge-

ringfügig geringer als in der Kontrollgruppe. 

Betrachtet man die Ergebnisse der Analyse der gastrointestinalen Laktobazillen-Populationen, 

so lässt sich mit Blick auf L. johnsonii eine fördernde Wirkung von E. faecium NCIMB 10415 

feststellen. Die Zellzahlen dieser Spezies waren in der Probiotikum-Gruppe sowohl im Magen 

als auch im distalen Jejunum und im Colon ascendens vor und nach dem Absetzen signifikant 

höher als in der Kontrollgruppe. Der unter den untersuchten Laktobazillen-Population fast in 

allen untersuchten Lokalisationen und an allen Beobachtungstagen dominante Stamm – L. 

reuteri – unterlag dagegen keinem statistisch signifikanten probiotischen Einfluss. Nur ten-

denziell waren Zellzahlen von L. reuteri und L. amylovorus bei den Probiotikum-Tieren, vor-

wiegend nach dem Absetzen, höher als jene in der Kontrollgruppe. Obwohl nur wenige unter-

suchte Proben L. mucosae-positiv waren, war eine statistisch signifikante Wirkung des 

verfütterten probiotischen Stamms auf diese Spezies im distalen Jejunum festzustellen – fast 

an allen Beobachtungstagen waren sowohl die absoluten als auch die relativen Zellzahlen in 

der Probiotikum-Gruppe kleiner als in der Kontrolle, was mit einer möglichen verminderten 

Abschilferung der Epithelzellen in das Darmlumen verbunden sein könnte. L. acidophilus 

wurde unter den untersuchten Laktobazillen-Populationen zu den Begleitspezies gezählt; der 

Stamm wurde an keinem Beobachtungstag und an keiner der untersuchten Lokalisationen von 

E. faecium NCIMB 10415 nachweislich beeinflusst. 

Hinsichtlich der Verbesserung der Mikrobiota durch die Produktion von Laktat waren nur 

wenige statistisch signifikante Unterschiede zwischen den beiden Versuchsgruppen zu regist-

rieren. Tendenziell war die Konzentration an L(+)-Laktat in der Probiotikum-Gruppe sowohl 

im Jejunum als auch im Colon an fast allen Beobachtungstagen höher als in der Kontrolle. 

Jedoch bestand keine Korrelation zwischen den Zellzahlen von E. faecium NCIMB 10415 

bzw. Enterokkoken und dem gemessenen Laktat. Dagegen konnte eine solche Korrelation für 

Zellzahlen von Lactobacillus spp. und einzelne andere Lactobacillus-Spezies festgestellt wer-

den. Dies, ebenso wie die erhöhten L. johnsonii-Zellzahlen, die tendenzielle Reduzierung von 

Escherichia spp. sowie niedrigere Ammoniak-Konzentrationen an allen Beobachtungszeit-

punkten und erhöhte Essig- und n-Buttersäure-Mengen nach dem Absetzen in der Probioti-

kum-Gruppe deuten darauf hin, dass E. faecium NCIMB 10415 eine zumindest indirekte Wir-

kung auf die intestinale Mikrobiota der Ferkel aufweist. 
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6. SUMMARY 

Klär, Irina: „Effect of the probiotic E. faecium (NCIMB 10415) as a diet supplement in the 

early post-natal period on the composition and the metabolic activity of the gastrointestinal 

microbiota of piglets“ 

This study examined the effects of the probiotic Enterococcus faecium NCIMB 10415 as a  

diet supplement (administered from the 1st day post natum) on the intestinal microbiota of  

piglets. Using different PCR methods, we investigated (both qualitatively and quantitatively) 

the bacterial composition of the microbiota in the stomach, distal jejunum, and colon ascen-

dens of piglets throughout the suckling period, the transition to solid food, and the weaning 

period, thereby keeping track of the applied probiotic within the gastrointestinal tract. Based 

on the expectation that similar bacteria and those occupying the same habitat are the most 

likely candidates for a probiotic influence, the main focus was on the gastrointestinal popula-

tions of lactobacilli. 

For the trial, sows (Landrace x Duroc) and their litter were divided into a probiotic- and a 

control group and were kept separately. Piglets were weaned on the 28th day of life. The sup-

plementation of piglets in the probiotic group began on day 1 and lasted until the 56th day of 

life. During the suckling period, from day 1 to 14, piglets received the probiotic via inoculum 

(4,8x109 CFU/ml) and via supplement to the pre-starter diet (1,6x107 CFU/g) from day 14 to 

34. Starting on day 35, the probiotic was administered along with the starter diet (4,1x106 

CFU/g). The sow and piglet diet of the control group contained no probiotic. Five piglets per 

group were euthanised on day 7, 14, 35, and 56, respectively, and digesta samples were re-

moved from the stomach, distal jejunum and colon ascendens. 

SYBR-Green real time PCR with spiked matrix standards was applied for the specific detec-

tion and quantification of the probiotic E. faecium NCIMB 10415 in the digesta samples. 

Qualitative changes of the overall bacterial composition in the samples under examination 

were identified using the denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) method. Quantita-

tive modifications to the microbiota on the genus level were examined by SYBR-Green and 

TaqMan real time PCR assays, using spiked matrix standards and primers for Lactobacillus 

spp., Enterococcus spp., Bifidobacterium spp., and Escherichia spp. On the species level, 

Lactobacillus acidophilus, L. amylovorus, L. johnsonii, L. mucosae, and L. reuteri, as well as 

E. faecium und E. faecalis were quantified. Concentrations of lactate, ammonium ions and 

short chain fatty acids were measured in order to evaluate the degree of metabolic activity. 

E. faecium NCIMB 10415 survived the transit through the stomach and small intestine of the 

piglets and was found in the colon ascendens in high cell numbers. The highest concentration 
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of the examined probiotic in the gastrointestinal tract was measured two weeks into the trial – 

subsequent supplementation led to no further increase in the size of the population. The ratio 

of E. faecium NCIMB 10415 within the overall bacterial population suggested that the exam-

ined strain plays a subordinate role in the gastrointestinal bacterial community. However, in-

creasing ratios of the probiotic regarding the total bacterial population in stomach and distal 

jejunum samples after weaning may point to modifying effects on the composition of the mi-

crobiota in these localisations, which resulted from an early supplementation with E. faecium 

NCIMB 10415.  

Regarding the eubacterial composition, only sporadic statistically significant differences be-

tween the two trial groups became visible before weaning. After weaning (days 31, 35, and 

56), however, the microbiota of the stomach, distal jejunum and colon ascendens of the probi-

otic piglets was significantly more diverse than that of the control piglets. At the same time, 

bacterial populations were more similar between animals of the probiotics group in all local-

isations and at almost all points of observation, which also indicates a higher consistency and 

homogeneity of the gastrointestinal microbiota within that group. 

On the bacterial group level (Lactobacillus spp., Enterococcus spp., Bifidobacterium spp., 

Escherichia spp.), the probiotic strain showed a significant beneficial effect only on Entero-

coccus spp. in all locations and at all points of observations. The number of potentially bene-

ficial lactobacilli tended to increase in the stomach and colon ascendens of probiotic piglets in 

both the suckling and the post-weaning period. As for bifidobacteria, no statistically signifi-

cant difference could be found. The number of harmful Escherichia spp. was slightly lower in 

the probiotics group compared to the control group. 

Concerning the results of the analysis of gastrointestinal lactobacilli, an effect of E. faecium 

NCIMB 10415 on Lactobacillus johnsonii could clearly be discerned. The cell numbers of 

this species were significantly higher in the probiotics group in all three locations and both 

before and after weaning. The dominant lactobacillus strain – L. reuteri – was, however, not 

significantly affected by the administered probiotic. Cell numbers of L. reuteri and L. amylo-

vorus tended to be higher in the probiotics group, but not by a significant margin. For L. mu-

cosae, despite reduced presence in sample extracts (it is being detected in only a few sam-

ples), a statistically significant effect was detected: on almost all days of observation, both 

absolute and relative cell numbers of L. mucosae were smaller in the probiotic group com-

pared to the control group. As this strain is known to adhere to intestinal mucus, this may be 

connected to a reduced cell turnover of intestinal epithelium. L. acidophilus was counted 

among the accompanying species within the examined population of lactobacilli – at no point 
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in time and in none of the localisation was it demonstrably affected by E. faecium NCIMB 

10415.  

With a view to the possible improvement of the microbiota through augmented production of 

lactate, only isolated significant differences between the two trial groups were registered. On 

almost all days of observation, there was a tendency for the concentration of l-lactate to be 

higher in the probiotics group, both in the jejunum and in the colon ascendens. There was, 

however, no correlation between the cell numbers of E. faecium NCIMB 10415 – or enteroc-

coci, respectively – and the amount of lactate registered. Yet such a correlation was detected 

between the cell numbers for Lactobacillus spp. and single other lactobacillus species. This 

observation, along with the increase in cell numbers for L. johnsonii, the tendency towards a 

reduction of Escherichia spp., a lower concentration of ammonia at all points in time, and a 

quantitative increase of acetic and n-butyric acid after weaning in the probiotics group, sug-

gests that E. faecium NCIMB 10415 does exert an indirect effect on the composition and ac-

tivity of the intestinal microbiota of piglets. 
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ANHANG 

Tab. A1: Zusammensetzung des Prämixes (pro kg Hauptfutter) 

 
Tragende Sauen Laktierende Sauen 

 
Ferkel 

 
Vitamin A, IE 12,000 16,000 4,800 
Vitamin D3, IE 1,500 2,000 480 
Vitamin E, mg 45,0 60,0 50,4 
Vitamin K3, mg 2,6 3,5 2,4 
Thiamin, mg 1,5 2,0 2,4 
Riboflavin, mg 4,5 6,0 3,0 
Vitamin B6, mg 3,0 4,0 4,8 
Vitamin B12, µg 28,5 38,0 36,0 
Nicotinic acid, mg 18,8 25,0 42,0 
Biotin, µg 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 
ZnSO4, mg 75,0 100,0 60,0 
FeSO4, mg 150,0 200,0 24,0 
MnO, mg 60,0 80,0 60,0 
CuSO4, mg 23,3 31,0 14,4 
CoSO4, mg 0,6 0,8 480,0 
NaSeO3, mg 0,3 0,4 420,0 
NaI, mg 1,5 2,0 0,6 
NaCl, g 1,5 2,0 1,5 
CaCO3, mg 825 1,1 g - 
Mg, g - - 0,6 
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Tab. A2: Materialien für die Herstellung des Real-Time PCR- Quantifizierungsstandards 

Materialien und Lösungen Hersteller 

KULTIVIERUNG DER REFERENZSTÄMME  
Referenzstämme (Lyophilsate und Kryokulturen) DSMZ,Deutschland 

Wachstumsmedien für Referenzstämme Herstellung im Labor 

Reagenzienmischung zur Erzeugung eines anaero-
ben Milieus Anaercult®A,C 

MERK, Darmstadt, Deutschland 

Anaerobentöpfe MERK, Darmstadt, Deutschland 

Zentrifuge Megafuge 1.0R HERAEUS, Osterode, Deutschland 

Zentrifuge Megafuge 20 HERAEUS, Osterode, Deutschland 

Thoma-Zählkammer  

Lichtmikroskop (mit dem 40x Objektiv)  

1% Peptonwasser  

BEIMPFUNG DER FECES-PROBEN  
Eppendorf-Gefäße auf 1,5 od. 2,0 ml EPPENDORF AG, Hamburg, Deutschland 

Plastikröhrchen auf 15 und 50 ml GREINER BIO-ONE GMBH, Frickenhausen, Deutschl. 

Autoklavierter Sauenkot  

Kühlschrank (+4ºC; -30ºC; -80ºC)  

ÜBERPRÜFUNG DER QUANTIFIZIERUNGSSTANDARDS AUF KbE  
Inokulierte Proben  

Ringer-Lösung Herstellung im Labor  

Selektive Agarmedien Herstellung im Labor 

Reagenzienmischung zur Erzeugung eines anaero-
ben Milieus Anaercult®A,C 

MERCK, Darmstadt, Deutschland 

Anaerobentöpfe MERCK, Darmstadt, Deutschland 

Drigalski-Spatel  

70% Ethanol CARL ROTH GMBH, Karlsruhe, Deutschland 

GEWINNUNG BAKTERIELLER DNA AUS DEN INOKULIERTEN PRO BEN  
Inokulierte Probe  

Scintillationsröhrchen für Retsch-Mühle 
 

 

Glasperlen (0,25mm2) CARL ROTH GMBH, Karlsruhe, Deutschland 

Oak Ridge®-Zentrifugenröhrchen NALGE COMPANY, USA 

Wasserbad   

Retschmühle F.RETSCH GMBH, Haan, Deutschland 

Kühlzentrifuge Sorvall RC 5B DU PONT de Nemours GMBH, Bad Homburg, 
Deutschland 

Vortex  

Peläus-Ball für Glaspipetten  

Glaspipetten auf 10 und 20 ml  

DMPC-behandeltes Wasser Herstellung im Labor 

GITC-Lösung Herstellung im Labor 

Rotiphenol-Chloroform CARL ROTH GMBH, Karlsruhe, Deutschland 

Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) Herstellung im Labor 

2-Propanol (Isopropanol) (eiskalt) CARL ROTH GMBH, Karlsruhe, Deutschland 

70% Ethanol (eiskalt) CARL ROTH GMBH, Karlsruhe, Deutschland 

Zentrifuge Biofuge 13 HERAEUS, Osterode, Deutschland 

Nucleo-Spin® Tissue Kit MACHERY-NAGEL, Düren, Deutschland 

Pipetten auf 10, 100 und 1000 µl EPPENDORF AG, Hamburg, Deutschland 

Pipettenspitzen auf 10, 100 und 1000 µl BIOZYM, Hess.Oldendorf, Deutschland 
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Tab. A3: Referenzstämme und Kultivierungsbedingungen 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Stamm/Name DSM Nummer Nährmedium T, o C O2 

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. dysgalactiae  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 Nährmedien für die Kultivierung der Referenzstämme 

Medium Rezeptur Hersteller der Komponenten 

BBM 10,0 g          Pepton aus Casein 
5,0 g            Hefeextrakt 
5,0 g            Fleischextrakt 
5,0 g            Pepton aus Soja 
10,0 g          Glucose 
2,0 g            K2HPO4  
0,2 g            MgSO4x7H2O 
0,05 g          MnSO4x4H2O 
1,0 ml         Tween 80 
5,0 g            NaCl 
40,0 ml        Salzlösung 
950,0 ml      H2Obidest 

       Autoklavieren (121ºC, 20 min) 
+  4,0 ml       Resazurin (25 mg/100ml) 
pH=6,8 

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 
 
 

LAS 10,0 g          Pepton aus Casein 
5,0 g            Hefeextratkt 
10,0 g          Fleischextrakt 
20,0 g          Glucose 
1,0 ml          Tween 80 
5, 0 ml         Natriumacetat, 20% 
3,0 g            Natriumcitrat 
20,0 ml        1% MgSO4x7H2O 
5,0 ml          1% MnSO4x4H2O 
                    ad. 1 L H2Obidest 

Autoklavieren (121ºC, 20 min) 
pH=5,5º 

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 

MRS 52,0 g           MRS Bouillon 
                      + 1 L H2Obidest 
Autoklavieren (121ºC, 12 min) 
pH=6,2 

CARL ROTH GMBH, Karlsruhe, Deutschland 

LB 10,0 g         Tryptose 
5,0 g           Hefeextrakt 
5,0 g           NaCl 
1,0 g           Glucose 
                  ad. 1 L H2Obidest 
Autoklavieren (121ºC, 20 min) 
pH=7,0 

MERCK, Darmstadt, Deutschland 
MERCK, Darmstadt, Deutschland 
CARL ROTH GMBH, Karlsruhe, Deutschland 
MERCK, Darmstadt, Deutschland 

BHI 

37,0 g          Brain Heart Infusion 
                    + 1 L H2Obidest 

Autoklavieren (121ºC, 20 min) 
pH=7,4 

CARL ROTH GMBH, Karlsruhe, Deutschland 
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Tab. A5: Zusammensetzung und Zubereitung der Selektivmedien 

Medium Rezeptur Hersteller der Komponenten 

DEV-Endo 39,0 g           DEV-Endo Agar 
                    +1 L H2Obidest 

Autoklavieren (121ºC, 15 min) 
pH=7,4 

CARL ROTH GMBH, Karlsruhe, Germany 
 

S&B 42,0 g          S&B Agar 
                 + 1 L H2Obidest 

Autoklavieren (110ºC, 10 min) 
pH=7,2 

OXOID LTD., Basingstoke, Hants., UK 

LAS 10,0 g          Pepton aus Casein 
5,0 g            Hefeextratkt 
10,0 g          Fleischextrakt 
20,0 g          Glucose 
1,0 ml          Tween 80 
 
5, 0 ml         Natriumacetat, 20% 
3,0 g            Natriumcitrat 
20,0 ml        1% MgSO4x7H2O 
5,0 ml          1% MnSO4x4H2O 
13,0 g           Agar-Agar 
                    ad. 1 L H2Obidest 

Autoklavieren (121ºC, 20 min) 
pH=5,5º 

MERCK, Darmstadt, Germany 
MERCK, Darmstadt, Germany 
MERCK, Darmstadt, Germany 
MERCK, Darmstadt, Germany 
MERCK SCHUCHHARDT OHG, Hohen-
brunn, Germany 
CARL ROTH GMBH, Karlsruhe, Germany 
CARL ROTH GMBH, Karlsruhe, Germany 
CARL ROTH GMBH, Karlsruhe, Germany 
CARL ROTH GMBH, Karlsruhe, Germany 
MERCK, Darmstadt, Germany 

BHI+Blut (1%)  52,0 g   Brain Heart Infusion Agar  
                    +1 L H2Obidest 

Autoklavieren (121ºC, 20 min) 
pH=7,4 
Nach der Abkühlung des Mediums 
(40ºC) 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/Isoamylalkohol-Lösung 

Lösung Rezeptur Hersteller der Komponenten 

DMPC-
behandeltes 
Wasser 

1 ml         DMPC 
1000 ml   H2Obidest 

 

SIGMA-ALDRICH CHEMIE GMBH, 
Steinheim, Deutschland 

GITC-Lösung 75 ml        GITC 
100 ml      CSB-Puffer (autoklav.) 
 

CARL ROTH GMBH, Karlsruhe, Deutschl. 

CSB-Puffer 3,25 g       tri-Na-Citrat-dihydrat 
2,075 g     N-Lauryl Sarcosin 
 
50 µl         Antifoam A 
 
100 ml      H2Obidest__________________  
                ad. 250 ml H2Obidest  
Autoklavieren (121ºC, 20 min) 
50 µl         Mercaptoethanol 
250 µl       0,1 M DTT 
 

CARL ROTH GMBH, Karlsruhe, Deutschl. 
SIGMA-ALDRICH CHEMIE GMBH, 
Steinheim, Deutschland 
SIGMA-ALDRICH CHEMIE GMBH, 
Steinheim, Deutschland 
 
 
 
 

Chlorophorm/ 
Isoamylalkohol 
(24:1) 

240 ml      Chlorophorm 
10 ml        Isoamylalkohol 

CARL ROTH GMBH, Karlsruhe, Deutschl. 
CARL ROTH GMBH, Karlsruhe, Deutschl. 

 
 

Tab. A7: Verwendete Materialien für die Durchführung der Real-Time PCR 

Materialien uns Lösungen Hersteller 

Gereinigte DNA-Extrakte aus den Referenzkulturen 
und Quantifizierungsstandard 

 

Real Time QPCR System  Mx3000P® STRATAGENE, Amsterdam, Niederlande 

Gruppen- und spezies-spezifische Oligonukleotide MWG-Biotech AG, Ebersberg, Deutschland 

HotStarTaq Master Mix Kit QIAGEN GMBH, Hilden, Deutschland 

Brilliant® SYBR® Green QPCR Master Mix Kit STRATAGENE, Amsterdam, Niederlande 

Real Time PCR-Gefäße auf 0,2 ml und passende 
Deckel 

STRATAGENE, Amsterdam, Niederlande 

Vortex Genie 2 SCIENTIFIC INDUSTRIES, Bohemia, N.Y., 
USA 

Eppendorf-Gefäße auf 1,5 und 2,0 ml EPPENDORF, Hamburg, Deutschland 

Automatische 1-Kanal Transfer-Pipetten BRAND GMBH, Wertheim, Deutschland 

Pipetten-Spitzen auf 10, 100 und 1000 µl BIOZYM, Hess.Oldendorf, Deutschland 
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Tab. A8: Verwendete Materialien für die Durchführung der DGGE 

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, Ebersberg, Deutschland 

DNAse/RNAse-freies Wasser  
Vortex Genie 2 SCIENTIFIC IDUSTRIES, Bohemia, N.Y., USA 
Eppendorf-Gefäße auf 1,5 und 2,0 ml EPPENDORF, Hamburg, Deutschland 
Automatische 1-Kanal Transfer-Pipetten BRAND GMBH, Wertheim, Deutschland 
Pipetten-Spitzen auf 10, 100 und 1000 µl BIOZYM, Hess.Oldendorf, Deutschland 

PCR-Gefäße auf 0,2 ml BIOZYM, Hess.Oldendorf, Deutschland 
T1 Thermocycler BIOMETRA, Göttingen, Deutschland 

VORBEREITUNG DER DGGE-APPARATUR  
Elektrophorese-System INGENYphorU-2 INGENY, Goes, Netherlands 
Glasplatten INGENY, Goes, Netherlands 
Spaser INGENY, Goes, Netherlands 
Kamm mit 32 und 48 Taschen INGENY, Goes, Netherlands 
GelBond® PAG Film BIOZYM, Hess.Oldendorf, Deutschland 
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 
Plastikröhrchen (50 ml) GREINER BIO-ONE GMBH, Frickenhausen, Deutschl. 
Pipette auf 10 ml  EPPENDORF, Hamburg, Deutschland 
Magnetrührer  IKA LABORTECHNIK, Staufen, Deutschland 
TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin) CARL ROTH 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 CARL ROTH GMBH, Karlsruhe, Deutschland 

96-Well-Mikrotiterplatten GREINER BIO-ONE GMBH, Frickenhausen, Deutschl. 
Automatische 8-Kanal Transfer-Pipetten BRAND GMBH, Wertheim, Deutschland 

Pipetten-Spitzen auf 10 und 100 µl 
Pipetten-Spitzen für die Beladung des Gels 
Multi-Flex® 0,5-200 µl ECOFLEX®Tips 

BIOZYM, Hess.Oldendorf, Deutschland 
CARL ROTH GMBH, Karlsruhe, Deutschland 

FÄRBUNG DES GELS  
Fixierlösung s. Tab. A9 
Silber-Lösung s. Tab. A9 
Entwickler s. Tab. A9 
Aufbewahrungslösung s. Tab. A9 
Zellophanmembran BIOSTEP GMBH, Jahnsdorf, Deutschland 
Ofen  
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Tab. A9: Verwendete Lösungen für die Durchführung der DGGE und der Färbung des fertigen Gels 

Lösung Rezeptur Hersteller der Komponenten 

Elektrophorese-Puffer 170 ml                50x TAE 
16,83 L               H2Obidest 

 

50x TAE 242 g                  TRIS 
57,1 ml               Eisessigsäure 
 
100 ml                0,5 M EDTA  

CARL ROTH GMBH, Karlsruhe, Deutsch-
land 
FLUKA CHEMIE GMBH, Buchs, 
Schweiz 
CARL ROTH GMBH, Karlsruhe, Deutschl. 

Cairn’s Fixierlösung 
(8x) 

200,0 ml            96% Ethanol  
12,0 ml              Essigsäure 
38,0 ml              H2Obidest 

CARL ROTH GMBH, Karlsruhe, Deutschl. 
FLUKA CHEMIE GMBH, Buchs, 
Schweiz 

Cairn’s Fixierlösung 
(1x) 
 

200 ml               Fixierlösung (8x) 
1400 ml             H2Obides 

Aufbereitung in 2 Flaschen 

 

Silber-Lösung 2,0 g                   AgNO3 
 
800 ml                Fixierlösung (1x) 

FLUKA CHEMIE GMBH, Buchs, 
Schweiz 

Entwickler  750 ml               1,5% NaOH 
2250 µl               Formaldehyd 

CARL ROTH GMBH, Karlsruhe, Deutsch-
land 
FLUKA CHEMIE GMBH, Buchs, 
Schweiz 

Aufbewahrungslösung 
250 ml                 96% Ethanol 
100 ml                 Glycerin 
650 ml                 H2Obides 

CARL ROTH GMBH, Karlsruhe, Deutschl. 
BIOMOL GMBH, Hamburg, Deutschl. 
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Tab. A10: Kolonisierung des gastrointestinalen Trakts der Ferkel mit dem probiotischen E. faecium 
NCIMB 10415 

         Magen           Jejunum             Colon p* Alter 

Median 
(min.Wert-max.Wert) 

na  
Median 

(min.Wert-max.Wert) 
n  

Median 
(min.Wert-max.Wert) 

n  

Absolute Zellzahl E. faecium NCIMB 10415, Log Zellzahl/ g FM 
 

7 4,23c (3,97-5,89) 5     4,07 (3,65-5,68) 4  6,31 (5,87-6,82) 5 a,b,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 b,c 

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 c 

56 3,60 (2,46-4,20) 5  3,93 (2,88-5,16) 5  4,58 (4,45-4,83) 5 b 

         Anteil des E. faecium NCIMB 10415 an der gesamten Enterokokken-Population, % 

7 5,05 (0,24-12,34) 5  2,61 (1,53-5,54) 4  7,55 (4,27-15,61) 5 c 

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 c 

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 gesamten 16S rDNA-Gemeinschaft, % 

7 1,44x10-4 

(1,70x10-5-1,45x10-3) 
5  5,13x10-5 

(4,00x10-5-1,38x10-3) 
4  2,30x10-4 

(2,90x10-5-9,00x10-4) 
5 a 

14 7,92x10-5 

(1,50x10-5-1,40x10-3) 
5  1,26x10-5 

(1,00x10-6-9,40x10-5) 
3  1,39x10-4 

(1,60x10-5-3,32x10-4) 
5 - 

28 1,46x10-4 

(6,00x10-6-2,69x10-3) 
5  1,41x10-5 

(0,00E+00-1,02x10-3) 
5  6,71x10-6 

(1,00x10-6-7,00x10-6) 
5 b,c 

31 1,92x10-3 

(2,35x10-4-1,23x10-2) 
5  1,53x10-4 

(2,80x10-5-2,54x10-4) 
5  5,98x10-6 

(1,00x10-6-5,00x10-5) 
5 a,b,c 

35 2,63x10-3 

(4,60x10-4-7,68x10-3) 
5  1,56x10-4 

(3,70x10-5-2,32x10-3) 
5  4,81x10-6 

(0,00x10-5-1,00x10-5) 
4 b,c 

56 4,73x10-3 

(2,41x10-3-8,47x10-3) 
5  8,13 x10-4 

(4,50x10-5-8,02x10-3) 
5  1,33x10-5 

(3,00x10-6-1,60x10-5) 
5 b,c 

a - Anzahl der positiven Ergebnisse von jeweils 5 untersuchten Proben; b - Median (minimaler Wert – 
maximaler Wert); * - Signifikanztest für Paarunterschiede nach Wilkson. Signifikanzen für die Paare: 
a - Magen-Jejunum;  b - Magen-Colon; c - Jejunum-Colon ergaben Werte auf dem Niveau  0,01 ≤ p ≤ 
0,05. 

 

 

 



ANHANG 

 192 

Tab. A11: Gehalt der extrahierten DNA  und Zelldichte der eubakteriellen 16S rDNA-Population im 
Magen der Versuchsferkel  

 DNA-Konzentration 
[ng/µl] 

Eubakterielle Population 
 [Lg 10 Zellen/g Feuchtmasse] 

Alter KGa  
(n=5)c 

PGb 

 (n=5) 
Pd KG  

(n=5) 
PG  

(n=5) 
P 

7 92,6e 

(82,3-212,6) 
437,2 

(68,1-634,6) 
0,46 10,13 

(9,31-10,66) 
10,68 

(9,58-10,73) 
0,17 

14 150,7 
(100,4-389,4) 

293,9 
(112-487,5) 

0,25 10,57 
(9,41-11,17) 

10,62 
(10,32-10,75) 

0,91 
 

28 170,1 
(123,6-244,9) 

124,9 
(79,7-386,8) 

0,75 10,04 
(9,26-11,08) 

9,07 
(8,45-10,21) 

0,05 

31 60,4 
(23-81) 

92,6 
(8,8-653,9) 

0,53 8,10 
(6,53-9,32) 

8,65 
(6,9-9,62) 

0,34 

35 77,2 
(63-132,6) 

68,1 
(37,2-215,2) 

0,75 7,74 
(6,39-9,08) 

8,17 
(7,95-9,5) 

0,34 
 

56 110,7 
(34,6-206,2) 

66,8 
(42,3-537,8) 

0,83 7,11 
(6,01-7,28) 

8,08 
(6,53-8,31) 

0,04 
 

a-Kontrollgruppe; b-Probiotikum-Gruppe; c-Anzahl der untersuchten Proben; d-Signifikanz nach 
Mann-Whitney Test; e-Median (minimaler Wert-maximaler Wert) 
 

 
 

Abb. A1: DGGE-Profile der eubakteriellen 16S rDNA-Populationen im Magen der Versuchsfer-
kel vor- (7., 14., 28. Tag) und nach dem Absetzen (31., 35., 56. Tag)  

(PG - Probiotikum-Gruppe, KG – Kontrollgruppe, ST – Standard-Probe) 

7. Tag  PG   
 

ST  7. Tag  KG   
 

14. Tag  KG   
 

28. Tag  PG   
 

14. Tag  PG   
 

28. Tag  KG   
 

ST  31. Tag  PG   
 

56. LT  PG   
 

56. LT  KG   
 

31. Tag  KG   
 

35. Tag  PG   
 

35. Tag  KG   
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Tab. A12: Diversität der bakteriellen Gemeinschaften (Richness und Evenness) im Magen der Ver-
suchsferkel (dargestellt sind errechnete Diversität-Indizes) 

Richness Evenness 

Alter 
KGa  

(N=5) 
PGb 

 (N=5)c Pd KG  
(N=5) 

PG 
 (N=5) 

P 

7 13e 

(3-34) 
19 

(8-32) 
0,91 0,78 

(0,74-0,84) 
0,81 

(0,49-0,91) 
0,75 

14 36 
(7-42) 

29 
(16-32) 

0,60 0,76 
(0,63-0,91) 

0,79 
(0,73-0,88) 

0,05 

28 21 
(7-38) 

13 
(4-19) 

0,17 0,77 
(0,74-0,92) 

0,76 
(0,69-0,88) 

0,01 

31 4 
(1-18) 

6 
(3-10) 

0,75 0,61 
(0,58-0,93) 

0,73 
(0,44-0,91) 

0,80 

35 3 
(1-12) 

11,5 
(3-22) 

0,40 0,56 
(0,44-0,69) 

0,66 
(0,6-0,8) 

0,28 

56 1 
 

3 
(2-30) 

  0,84 
(0,69-0,91) 

 

 Shannon-Index Simpson-Index 

7 2,16 
(0,84-2,89) 

2,21 
(1,01-2,84) 

0,46 0,15 
(0,08-0,51) 

0,14 
(0,09-0,58) 

0,75 

14 2,53 
(1,62-3,35) 

2,62 
(2,02-3,03) 

0,05 0,12 
(0,04-0,28) 

0,10 
(0,06-0,2) 

0,75 

28 2,50 
(1,79-2,81) 

1,96 
(1,22-2,16) 

0,01 0,15 
(0,09-0,19) 

0,19 
(0,16-0,35) 

0,05 

31 1,16 
(0,65-1,88) 

1,01 
(0,81-1,66) 

0,34 0,47 
(0,25-0,59) 

0,53 
(0,21-0,63) 

0,34 

35 0,75 
(0,71-1,39) 

1,73 
(0,66-2,05) 

0,24 0,58 
(0,36-0,66) 

0,25 
(0,19-0,65) 

0,03 

56  0,84 
(0,48-2,86) 

  0,51 
(0,09-0,71) 

 

a-Kontrollgruppe; b-Probiotikum-Gruppe; c-Anzahl der untersuchten Proben; d-Signifikanz nach 
Mann-Whitney Test; e-Median (minimaler Wert-maximaler Wert) 

Tab. A13: Sörensen-Ähnlichkeitswerte der bakteriellen Gemeinschaften im Magen der Versuchsfer-
kel  

Innerhalb der Fütterungsgrup-
pe 

Zwischen den  
Fütterungsgruppen 

A
lte

r 

KGa 
 

PGb 

 Pc KG vs. PG P P 

7 0,25e 

(0,11-0,55) 
0,54 

(0,39-0,89) 
0,001 0,38 

(0,11-0,78) 
0,08 0,14 

14 0,29 
(0,09-0,5) 

0,43 
(0,32-0,58) 

0,002 0,4 
(0,15-0,62) 

0,10 0,01 

28 0,25 
(0,09-0,48) 

0,32 
(0,1-0,46) 

0,11 0,31 
(0,11-0,63) 

0,93 0,19 

31 0,3 
(0,1-0,56) 

0,46 
(0,21-0,75) 

0,002 0,37 
(0-0,86) 

0,32 0,21 

35 0,43 
(0,15-0,75) 

0,33 
(0,16-0,55) 

0,002 0,4 
(0,09-1) 

0,63 0,78 

56  0,31 
(0,13-0,5) 

 0,5 
(0,06-0,67) 

0,03  
 

a-Kontrollgruppe; b-Probiotikum-Gruppe; c-Signifikanz nach Mann-Whitney Test; e-Median 
(minimaler Wert-maximaler Wert) 
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Tab. A14: Populationen von Lactobacillus spp. und Enterococcus spp. im Magen der Versuchsferkel 

 Zellzahl 
 [Log10 Zellen/g Feuchtmasse] 

Anteil an der gesamten eubakteriellen Popula-
tion  
[%] 

Alter 
KGa  (N=5) PGb  (N=5)c nd Pe KG  (N=5) PG  (N=5) n P 

 Lactobacillus spp. 

7 8,32f 

(7,44-9,01) 
9,00 

(8,38-9,11) 
5/5 0,17 2,24 

(0,95-6,66) 
2,13 

(1,88-6,32) 
5/5 0,91 

14 8,55 
(7,51-9,84) 

9,09 
(8,26-9,44) 

5/5 0,25 1,27 
(0,42-4,59) 

2,65 
(0,87-6,24) 

5/5 0,17 

28 8,31 
(7,44-9,82) 

7,37 
(5,88-8,59) 

5/5 0,05 2,97 
(0,34-5,50) 

1,12 
(0,24-2,38) 

5/5 0,17 

31 6,35 
(4,95-7,71) 

7,29 
(3,61-8,13) 

5/5 0,75 2,44 
(0,10-13,51) 

3,22 
(0,05-4,34) 

5/5 0,91 

35 6,37 
(4,23-7,47) 

6,13 
(5,37-7,62) 

5/5 0,75 2,83 
(0,10-4,27) 

0,75 
(0,15-3,67) 

5/5 0,25 

56 4,85 
(4,52-7,33) 

5,95 
(3,84-7,26) 

5/5 0,46 0,39 
(0,25-6,97) 

0,73 
(0,20-9,04) 

5/5 1 

 Enterococcus spp. 

7 5,04 
(4,6-6,16) 

6,14 
(5,37-6,8) 

5/5 0,05 1,9x10-3 
(8,0x10-4-8,4x10-3) 

7,3x10-3 

(1,9x10-3-2,2x10-2) 
5/5 0,11 

14 5,88 
(4,75-6,22) 

6,24 
(5,61-7,03) 

4/5 0,14 1,2x10-3 
(0-3,92x10-3) 

4,9x10-3 

(7,2x10-4-2,5x10-2) 
4/5 0,11 

28 5,63 
(4,58-6,3) 

4,84 
(4,31-5,64) 

5/5 0,25 2,1x10-3 
(3,7x10-4-5,3x10-3) 

5,9x10-3 

(5,3x10-4-6,0x10-2) 
5/5 0,17 

31 4,20 
(3,74-4,31) 

5,41 
(5,21-5,55) 

5/5 0,009 1,2x10-2 
(9,6x10-4-2,4x10-1) 

3,6x10-2 

(6,7x10-3-3,23) 
5/5 0,25 

35 4,40 
(4,05-4,57) 

5,08 
(4,63-5,63) 

5/5 0,009 2,0x10-2 
(1,2x10-3-1,51) 

8,1x10-2 

(5,2x10-3-1,4x10-1) 
5/5 0,75 

56 4,00 
(3,84-4,31) 

5,11 
(3,79-5,37) 

5/5 0,11 1,2x10-1 
(3,6x10-2-1,39) 

1,3x10-1 

(2,1x10-2-1,8x10-1) 
5/5 0,75 

a-Kontrollgruppe; b-Probiotikum-Gruppe; c-Anzahl der untersuchten Proben; d-Anzahl der positiven 
Ergebnisse von jeweils 5 untersuchten Proben (Kontrollgruppe/Probiotikum-Gruppe); e-Signifikanz 
nach Mann-Whitney Test; f-Median (minimaler Wert-maximaler Wert) 
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Tab. A15: Populationen von Escherichia spp. und Bifidobacterium spp. im Magen der Versuchsferkel 

 Zellzahl 
 [Log10 Zellen/g Feuchtmasse] 

Anteil an der gesamten eubakteriellen Popula-
tion  
[%] 

Al 
ter KGa  (N=5) PGb  (N=5)c nd Pe KG  (N=5) PG  (N=5) n P 

 Escherichia spp. 

7 5,03f 
(3,14-5,85) 

5,57 
(3,24-6) 

5/4 0,32 6,2x10-4 
(5,0x10-5-5,2x10-3) 

1,3x10-3 
(0-3,7x10-3) 

5/4 1 

14 4,74 
(3,43-7,15) 

4,42 
(3,62-5,47) 

5/4 0,80 1,0x10-4 
(4,0x10-5-2,2x10-2) 

2,0x10-4 
(1,0x10-5-7,1x10-4) 

5/4 0,46 

28 5,12 
(3,28-5,72) 

4,22 
(3,5-5,01) 

4/5 0,32 6,8x10-4 
(6,0x10-5-4,7x10-3) 

2,7x10-4 
(1,3x10-4-3,6x10-2) 

4/5 0,32 

31 4,23 
(3,09-5,32) 

2,71 
 

3/1 0,18 9,7x10-3 
(2,8x10-3-1,3x10-2) 

1,1x10-4 
 

3/1 0,11 

35 3,69 
(3,45-5,16) 

3,10 
(2,68-3,53) 

4/2 0,35 1,2x10-2 
(2,7x10-4-4,5x10-2) 

3,2x10-4 
(1,1x10-4-5,4x10-4) 

4/2 0,11 

56 3,3 2,82 
 

1/1 0,31 6,3x10-2 
 

6,8x10-4 
 

1/1 0,31 

 Bifidobacterium spp. 

7 5,13 
(4,61-5,65) 

5,44 
(5,08-5,67) 

2/4 0,64 1,7x10-3 
(2,4x10-4-3,2x10-3) 

5,5x10-4 
(2,2x10-4-3,9x10-3) 

2/4 1 

14 5,36 
(4,38-6,34) 

6,03 
(5,21-6,85) 

2/2 0,43 1,7x10-3 
(6,0x10-5-3,4x10-3) 

6,4x10-3 
(3,8x10-4-1,2x10-2) 

2/2 0,43 

28 5,31 
(3,64-6,96) 

5,05 
 

4/1 0,48 8,8x10-4 
(5,0x10-5-8,3x10-2) 

2,9x10-3 
 

4/1 0,48 

31 NDg ND   ND ND   

35 ND ND   ND ND   

56 ND ND   ND ND   

a-Kontrollgruppe; b-Probiotikum-Gruppe; c-Anzahl der untersuchten Proben; d-Anzahl der positiven 
Ergebnisse von jeweils 5 untersuchten Proben (Kontrollgruppe/Probiotikum-Gruppe); e-Signifikanz 
nach Mann-Whitney Test; f-Median (minimaler Wert-maximaler Wert); g-keine Signalbildung wäh-
rend der Real Time PCR 
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Tab. A16: Populationen von L. acidophilus, L. amylovorus und L. johnsonii im Magen der Versuchs-
ferkel 

 Zellzahl 
 [Log10 Zellen/g Feuchtmasse] 

Anteil an der gesamten Laktobazillen-Population  
[%] 

Alter KGa  (N=5) PGb (N=5)c nd Pe KG  (N=5) PG  (N=5) n P 

L. acidophilus 
7 4,99f 

(4,59-5,39) 
5,03 

(4,85-5,34) 
2/3 - 1,53x10-2 

(6,50x10-3-2,41x10-2) 
2,95x10-2 

(8,23x10-3-8,57x10-2) 
2/3 0,37 

14 5,23 
(5,02-5,45) 

5,30 
(4,91-5,7) 

2/2 - 4,78x10-2 
(1,70x10-2-7,86x10-2) 

1,28x10-2 
(6,50x103-1,91x10-2) 

2/2 0,22 

28 5,37 
(4,14-6,6) 

4,38 2/1 - 4,29x10-2 
(2,52x10-2-6,07x10-2) 

7,40x10-2 2/1 0,22 

31 2,13 1,61 1/1 0,31 6,07x10-3 2,07x10-4 1/1 0,31 

35 2,18 NDg 1/0 
 

- 6,35x10-3 ND 1/0 
 

 

56 ND 3,34 0/1 - ND 1,18x10-2 0/1  

L. amylovorus  
7 7,11 

(5,73-7,33) 
7,48 

(7,06-7,69) 
5/5 0,17 1,92 

(0,92-10,03) 
4,49 

(2,35-4,86) 
5/5 0,6 

14 6,94 
(4,47-7,69) 

7,34 
(6,21-7,81) 

5/5 0,60 1,43 
(0,01-9,00) 

1,30 
(0,52-3,34) 

5/5 0,75 

28 7,08 
(4,7-8,34) 

5,21 
(3,15-6,13) 

5/5 0,07 3,33 
(0,18-7,45) 

2,62 
(0,024-21,43) 

5/5 0,75 

31 4,56 
(2,42-6,45) 

3,48 
(2,7-6,42) 

5/5 0,53 1,61 
(0,29-5,48) 

1,96 
(0,003-12,47) 

5/5 0,75 

35 5,11 
(3,07-6,58) 

3,56 
(2,85-6,42) 

5/5 0,60 16,05 
(0,005-186,65) 

0,48 
(0,009-57,13) 

5/5 0,53 

56 3,97 
(2,87-4,34) 

4,39 
(2,68-6,3) 

5/5 0,11 13,13 
(0,03-35,65) 

8,21 
(0,05-335,05) 

5/5 0,46 

L. johnsonii  

7 6,45 
(3,65-7,21) 

7,08 
(5,91-7,31) 

5/3 0,45 1,59 
(0,003-5,23) 

0,93 
(0,08-2,05) 

5/3 0,65 

14 6,2 
(4,35-7,17) 

7,19 
(6,82-7,58) 

4/3 0,05 0,39 
(0,07-0,76) 

3,07 
(0,60-3,65) 

4/3 0,05 

28 5,93 
(4,72-6,61) 

5,8 
(5,69-7,1) 

4/3 0,48 0,13 
(0,03-0,49) 

15,41 
(3,23-82,47) 

4/3 0,03 

31 5,04 
(4,38-5,71) 

5,9 
(4,91-6,07) 

2/3 0,24 13,98 
(0,99-26,97) 

6,07 
(0,59-101,81) 

2/3 1 

35 4,66 
(4,06-6,7) 

5,98 
(5,12-6,9) 

5/3 0,10 16,99 
(0,09-68,39) 

20,54 
(19,21-56,18) 

5/3 0,65 

56 4,02 
(3,51-4,17) 

5,58 
(5,42-6,57) 

5/3 0,02 16,93 
(0,02-28,34) 

20,45 
(11,44-42,90) 

5/3 0,65 

a-Kontrollgruppe; b-Probiotikum-Gruppe; c-Anzahl der untersuchten Proben; d-Anzahl der positiven 
Ergebnisse von jeweils 5 untersuchten Proben (Kontrollgruppe/Probiotikum-Gruppe); e-Signifikanz 
nach Mann-Whitney Test; f-Median (minimaler Wert-maximaler Wert); g-keine Signalbildung wäh-
rend der Real Time PCR 
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Tab. A17: Populationen von L. mucosae und L. reuteri im Magen der Versuchsferkel 

 Zellzahl 
 [Log10 Zellen/g Feuchtmasse] 

Anteil an der gesamten Laktobazillen-
Population  

[%] 

Alter KGa  (N=5) PGb (N=5)c nd Pe KG  (N=5) PG  (N=5) n P 

L. mucosae 

7 7,57f 

(6,2-7,84) 
6,94 

(6,56-7,32) 
3/2 0,56 6,81 

(1,16-17,68) 
1,22 

(0,37-2,08) 
3/2 0,24 

14 7,81 
(7,65-7,98) 

NDg 2/0 - 14,08 
(12,52-15,64) 

ND 2/0  

28 6,97 
(5,85-7,39) 

5,99 
(5,4-6,58) 

4/2 0,10 6,98 
(1,30-21,50) 

22,25 
(11,71-32,79) 

4/2 0,35 

31 6,92 6,05 
(4,66-7,45) 

1/2 - 16,10 40,19 
(23,14-57,25) 

1/2 0,22 

35 6,37 
(5,0-6,62) 

ND 3/0 - 97,97 
(17,34-145,64) 

ND 3/0  

56 ND 5,00 0/1 - ND 11,21 0/1  

L. reuteri 

7 7,33 
(6,47-7,5) 

6,8 
(6,12-7,98) 

5/5 0,46 3,59 
(2,15-27,50) 

2,21 
(0,13-7,42) 

5/5 0,11 

14 7,60 
(6,33-8,16) 

7,71 
(7,45-8,14) 

5/5 0,53 9,90 
(0,61-24,60) 

5,00 
(1,95-15,31) 

5/5 0,60 

28 6,50 
(5,68-8,07) 

6,09 
(3,84-7,99) 

5/5 0,34 1,76 
(0,68-11,41) 

19,34 
(0,22-159,59) 

5/5 0,62 

31 5,29 
(4,58-6,71) 

6,78 
(3,23-7,5) 

5/5 0,60 12,36 
(4,34-94,04) 

26,15 
(4,45-143,38) 

5/5 0,62 

35 6,03 
(4,74-6,72) 

5,92 
(4,51-7,35) 

5/5 0,46 20,42 
(4,53-32,69) 

17,85 
(5,60-78,30) 

5/5 0,24 

56 4,55 
(3,61-4,69) 

5,67 
(4,56-7,05) 

3/5 0,05 46,69 
(12,25-79,15) 

60,98 
(4,10-520,01) 

3/5 0,51 

a-Kontrollgruppe; b-Probiotikum-Gruppe; c-Anzahl der untersuchten Proben; d-Anzahl der positiven 
Ergebnisse von jeweils 5 untersuchten Proben (Kontrollgruppe/Probiotikum-Gruppe); e-Signifikanz 
nach Mann-Whitney Test; f-Median (minimaler Wert-maximaler Wert); g-keine Signalbildung wäh-
rend der Real Time PCR 
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Tab. A18: Gesamt-Laktat im Magen der Versuchsferkel 

 Gesamt-Laktat 
[mg/g FM] 

Verhältnis L/D-Laktat 

Alter Kontrolle  
(N=5)b 

Probiotikuma 

 (N=5) 
nc Pd 

Kontrolle  
(N=5) 

Probiotikum 
 (N=5) 

n P 

7 1,79e 
(0,72-6,25) 

2,23 
(1,43-3,13) 

5/5 0,91 0,68 
(0,52-0,87) 

0,59 
(0,47-0,65) 

5/5 0,34 

14 0,46 
(0,02-1,25) 

0,60 
(0,39-2,39) 

5/5 0,34 0,95 
(0,35-1,36) 

0,79 
(0,52-0,89) 

5/5 0,46 

28 0,80 
(0,20-5,54) 

0,30 
(0,19-0,81) 

5/5 0,10 1,02 
(0,39-1,27) 

1,76 
(0,97-5,94) 

5/5 0,07 

31 2,06 
(0,02-4,14) 

0,62 
(0,02-1,64) 

4/5 0,46 0,91 
(0,75-3,44) 

1,29 
(0,98-3,14) 

4/5 0,32 

35 0,23 
(0,02-3,18) 

0,06 
(0,02-1,16) 

5/5 0,46 1,23 
(0,75-7,86) 

1,51 
(1,18-2,78) 

5/5 0,46 

56 0,04 
(0,02-0,05) 

0,15 
(0,04-0,35) 

5/4 0,10 11,09 
(6,00-18,75) 

2,59 
(1,95-5,55) 

5/4 0,01 

a – Fütterungsgruppe; b - Anzahl der untersuchten Proben; c - Anzahl der Proben mit positiven Wer-
ten; d - Signifikanz nach Mann-Whitney Test; e - Median (Minimum-Maximum)  

 

Tab. A19: Gehalt von L(+)- und D(-)-Isomeren des Laktats im Magen der Versuchsferkel 

 Konzentration  
[mg/g FM] 

Relativer Anteil  
[in % des Gesamt-Laktats] 

Alter Kontrolle  
(N=5)b 

Probiotikuma 

 (N=5) 
nc Pd 

Kontrolle  
(N=5) 

Probiotikum 
 (N=5) 

n P 

 
 

L(+) Isomer 

7 0,61e 
(0,27-2,58) 

0,74 
(0,53-1,22) 

5/5 0,75 40,50 
(34,39-46,60) 

37,04 
(31,80-39,21) 

5/5 0,34 

14 0,22 
(0,01-0,32) 

0,26 
(0,17-0,81) 

5/5 0,25 48,80 
(25,78-57,58) 

44,27 
(34,00-47,01) 

5/5 0,46 

28 0,41 
(0,11-2,17) 

0,17 
(0,12-0,68) 

5/5 0,34 50,48 
(28,00-55,87) 

63,74 
(49,13-85,59) 

5/5 0,07 

31 0,93 
(0,01-1,89) 

0,34 
(0,02-0,89) 

4/5 0,32 47,67 
(42,77-77,46) 

56,24 
(49,52-75,86) 

4/5 0,32 

35 0,15 
(0,02-1,37) 

0,02 
(0,01-0,67) 

5/5 0,34 55,14 
(43,02-88,72) 

60,19 
(54,08-73,53) 

5/5 0,46 

56 0,03 
(0,02-0,05) 

0,10 
(0,03-0,24) 

5/4 0,14 91,73 
(85,71-94,94) 

72,04 
(66,15-84,73) 

5/4 0,01 

 
D(-) Isomer 

7 1,17 
(0,38-3,66) 

1,40 
(0,91-1,91) 

5/5 0,91 59,50 
(53,40-65,61) 

62,96 
(60,79-68,20) 

5/5 0,34 

14 0,23 
(0,01-0,93) 

0,34 
(0,22-1,58) 

5/5 0,34 51,20 
(42,42-74,22) 

55,73 
(52,99-66,00) 

5/5 0,46 

28 0,38 
(0,09-3,37) 

0,12 
(0,04-0,19) 

5/5 0,04 49,52 
(44,13-72,00) 

36,26 
(14,41-50,87) 

5/5 0,07 

31 1,13 
(0,003-2,24) 

0,26 
(0,01-0,75) 

4/5 0,46 52,33 
(22,54-57,23) 

43,76 
(24,14-50,48) 

4/5 0,32 

35 0,07 
(0,002-1,81) 

0,02 
(0,01-0,49) 

5/5 0,34 44,86 
(11,28-56,98) 

39,81 
(26,47-45,92) 

5/5 0,46 

56 0,003 
(0,002-0,004) 

0,04 
(0,01-0,1) 

5/4 0,01 8,27 
(5,06-14,29) 

27,96 
(15,27-33,85) 

5/4 0,01 

a – Fütterungsgruppe; b - Anzahl der untersuchten Proben; c - Anzahl der Proben mit positiven Wer-
ten; d - Signifikanz nach Mann-Whitney Test; e - Median (Minimum-Maximum)  
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Tab. A20: Gehalt der extrahierten DNA und Zelldichte der eubakteriellen 16S rDNA-Population im 
distalen Jejunum der Versuchsferkel 

 DNA-Konzentration 
[ng/µl] 

Eubakterielle Population 
 [Lg 10 Zellen/g Feuchtmasse] 

Alter KGa  
(n=5)c 

PGb 

 (n=5) 
Pd KG  

(n=5) 
PG 

 (n=5) 
P 

7 148,3e 

(109-321,6) 
368,4 

(120,6-760,1) 
0,28 10,62 

(10,16-10,65) 
10,29 

(9,96-10,79) 
0,48 

 

14 136,6 
(59,1-241,5) 

489,5 
(474,6-719,3) 

0,03 10,22 
(9,62-10,84) 

10,68 
(10,52-11,24) 

0,48 

28 173,1 
(119,2-238,6) 

781,9 
(164,3-812,5) 

0,04 10,54 
(9,02-10,89) 

9,68 
(8,35-10,61) 

0,24 
 

31 126,4 
(84,2-503,7) 

164,3 
(98,8-857,7) 

0,60 9,55 
(9,43-10,11) 

9,56 
(8,2-10,1) 

0,91 
 

35 123,5 
(30,4-500,8) 

136,6 
(122,1-546) 

0,34 9,57 
(9,36-9,94) 

9,48 
(8,62-9,79) 

0,29 
 

56 122,1 
(101,7-493,8) 

422,1 
(95,8-617,3) 

0,25 9,41 
(8,12-9,47) 

9,55 
(6,98-10,25) 

0,46 
 

a-Kontrollgruppe; b-Probiotikum-Gruppe; c-Anzahl der untersuchten Proben; d-Signifikanz nach 
Mann-Whitney Test; e-Median (minimaler Wert-maximaler Wert) 

 
 

 
 

Abb. A2: DGGE-Profile der eubakteriellen 16S rDNA-Populationen im distalen Jejunum der Ver-
suchsferkel vor (7., 14., 28. Tag) und nach dem Absetzen (31., 35., 56. Tag)  

(PG - Probiotikum-Gruppe, KG – Kontrollgruppe, ST – Standard-Probe) 
 

ST  31. LT  PG   
 

56. LT  PG   
 

56. LT  KG   
 

31. LT  KG   
 

35. LT  PG   
 

35. LT  PG   
 

7. LT PG 7. LT KG 14. LT PG 14. LT KG ST 28. LT PG 28. LT KG ST 



ANHANG 

 200 

Tab. A21: Diversität der bakteriellen Gemeinschaften (Richness und Evenness) im distalen Jejunum 
der Versuchsferkel (dargestellt sind errechnete Diversität-Indizes) 

Richness Evenness 

Alter 
KGa  

(N=5) 
PGb 

 (N=5)c Pd KG  
(N=5) 

PG 
 (N=5) 

P 

7 24e 

(7-29) 
9 

(7-23) 
0,37 0,61 

(0,6-0,83) 
0,59 

(0,48-0,84) 
0,72 

14 10,5 
(6-40) 

23 
(23-27) 

0,28 0,53 
(0,37-0,8) 

0,68 
(0,57-0,71) 

0,48 

28 13 
(3-36) 

15 
(4-27) 

0,91 0,63 
(0,5-0,81) 

0,54 
(0,27-0,92) 

0,46 

31 8 
(5-33) 

13 
(11-37) 

0,34 0,78 
(0,73-0,94) 

0,61 
(0,40-0,82) 

0,04 

35 8 
(5-27) 

9 
(4-19) 

0,75 0,57 
(0,5-0,88) 

0,64 
(0,51-0,90) 

0,60 

56 6 
(2-11) 

19 
(5-27) 

0,10 0,44 
(0,32-0,75) 

0,52 
(0,42-0,87) 

0,46 

 Shannon-Index Simpson-Index 
7 1,95 

(1,62-2,01) 
1,42 

(1,02-2,05) 
0,48 0,24 

(0,21-0,25) 
0,31 

(0,21-0,47) 
0,72 

14 1,24 
(0,67-2,96) 

2,13 
(1,80-2,35) 

0,28 0,41 
(0,08-0,67) 

0,19 
(0,14-0,26) 

0,28 

28 1,63 
(0,60-2,92) 

1,43 
(0,43-1,78) 

0,46 0,34 
(0,08-0,68) 

0,35 
(0,27-0,81) 

0,60 

31 1,96 
(1,35-2,56) 

1,47 
(1,04-2,33) 

0,34 0,16 
(0,11-0,32) 

0,38 
(0,14-1,56) 

0,04 

35 1,60 
(1,05-1,79) 

1,25 
(1,12-1,68) 

0,34 0,29 
(0,20-0,53) 

0,31 
(0,25-0,46) 

0,46 

56 0,79 
(0,44-1,20) 

1,40 
(0,88-1,74) 

0,02 0,60 
(0,41-0,74) 

0,29 
(0,22-0,60) 

0,04 

a-Kontrollgruppe; b-Probiotikum-Gruppe; c-Anzahl der untersuchten Proben; d-Signifikanz nach 
Mann-Whitney Test; e-Median (minimaler Wert-maximaler Wert) 

Tab. A22: Sörensen-Ähnlichkeitswerte der bakteriellen Gemeinschaften im distalen Jejunum der 
Versuchsferkel  

Innerhalb der Fütterungsgrup-
pe 

Zwischen den  
Fütterungsgruppen 

A
lte

r 

KGa  
 

PGb 

 Pc KG vs. PG P P 

7 0,22e 

(0,13-0,6) 
0,4 

(0,11-0,59) 
0,74 0,33 

(0,24-0,73) 
0,87 0,59 

14 0,3 
(0,22-0,5) 

0,48 
(0,43-0,6) 

0,05 0,33 
(0,24-0,54) 

0,05 0,62 

28 0,25 
(0,09-0,36) 

0,31 
(0,19-0,58) 

0,03 0,29 
(0,11-0,57) 

0,39 0,21 

31 0,24 
(0,05-0,55) 

0,375 
(0,28-0,48) 

0,005 0,31 
(0,05-0,57) 

0,11 0,23 

35 0,33 
(0,25-0,51) 

0,25 
(0,13-0,56) 

0,10 0,29 
(0,12-0,64) 

0,64 0,32 

56 0,42 
(0,29-0,7) 

0,23 
(0,06-0,68) 

0,11 0,32 
(0,07-0,59) 

1 0,02 

a-Kontrollgruppe; b-Probiotikum-Gruppe; c-Anzahl der untersuchten Proben; d-Signifikanz nach 
Mann-Whitney Test; e-Median (minimaler Wert-maximaler Wert) 
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Tab. A23: Populationen von Lactobacillus spp. und Enterococcus spp. im distalen Jejunum der Ver-
suchsferkel 

 Zellzahl 
 [Log10 Zellen/g Feuchtmasse] 

Anteil an der gesamten eubakteriellen Popula-
tion [%] 

Alter 
KGa  (N=5) PGb  (N=5)c nd Pe KG  (N=5) PG  (N=5) n P 

 Lactobacillus spp. 

7 8,84f 
(8,45-8,95) 

8,69 
(8,2-9,06) 

3/4 1 1,95 
(1,66-2,00) 

1,96 
(1,75-3,11) 

3/4 0,48 

14 7,3 
(6,85-8,61) 

8,65 
(8,2-8,79) 

4/3 0,04 0,16 
(0,09-0,59) 

0,48 
(0,35-0,94) 

4/3 0,10 

28 7,79 
(7,68-8,68) 

7,70 
(6,49-8,67) 

5/5 0,40 0,61 
(0,13-4,67) 

1,30 
(0,22-2,12) 

5/5 0,34 

31 7,47 
(5,08-7,81) 

7,61 
(5,05-8,16) 

5/5 0,75 1,07 
(0,001-2,01) 

0,65 
(0,004-2,44) 

5/5 0,91 

35 7,96 
(5,86-8,01) 

6,65 
(6,04-7,05) 

5/5 0,11 1,51 
(0,01-2,63) 

0,12 
(0,06-1,08) 

5/5 0,11 

56 5,36 
(4,71-7,13) 

7,90 
(4,46-8,12) 

5/5 0,25 0,02 
(0,002-1,04) 

0,44 
(0,21-2,75) 

5/5 0,04 

 Enterococcus spp. 

7 4,92 
(4,88-6,12) 

5,76 
(5,26-6,94) 

3/4 0,10 5,7x10-4 
(1,6x10-4-3,2x10-3) 

2,4x10-3 
(1,6x10-3-2,5x10-2) 

3/4 0,28 

14 5,28 
(4,03-6,03) 

5,76 
(5,5-5,8) 

4/3 0,28 1,1x10-3 
(2,5x10-4-2,6x10-3) 

9,6x10-4 
(3,7x10-4-1,2x10-3) 

4/3 0,72 

28 4,27 
(3,69-5,86) 

5,01 
(4,71-5,12) 

5/5 0,60 8,23x10-4 
(5,3x10-5-2,0x10-3) 

1,9x10-3 
(3,2x10-4-2,3x10-2) 

5/5 0,10 

31 3,58 
(3,5-4,17) 

4,69 
(3,63-5,05) 

5/5 0,02 1,2x10-4 
(2,4x10-5-1,4x10-4) 

1,5x10-3 
(2,2x10-4-2,6x10-3) 

5/5 0,009 

35 3,51 
(3,22-5,94) 

5,05 
(4,22-7,15) 

5/5 0,04 1,09x10-4 
(4,7x10-5-1,4x10-2) 

2,6x10-2 
(5,4x10-4-3,0x10-1) 

5/5 0,02 

56 3,49 
(2,53-3,71) 

5,21 
(4,15-5,68) 

5/5 0,009 1,6x10-4 

(8,1x10-5-3,9x10-4) 
2,8x10-3 

(2,1x10-3-1,4x10-1) 
5/5 0,009 

a-Kontrollgruppe; b-Probiotikum-Gruppe; c-Anzahl der untersuchten Proben; d-Anzahl der positiven 
Ergebnisse von jeweils 5 untersuchten Proben (Kontrollgruppe/Probiotikum-Gruppe); e-Signifikanz 
nach Mann-Whitney Test; f-Median (minimaler Wert-maximaler Wert) 
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Tab. A24: Populationen von Escherichia spp. und Bifidobacterium spp. im distalen Jejunum der 
Versuchsferkel 

 
 Zellzahl 

 [Log10 Zellen/g Feuchtmasse] 
Anteil an der gesamten eubakteriellen Popula-

tion [%] 

Al 
ter KGa  (N=5) PGb  (N=5)c nd Pe KG  (N=5) PG  (N=5) n P 

 Escherichia spp. 

7 6,05f 
(5,76-7,55) 

6,73 
(6,48-6,99) 

3/2 0,56 4,0x10-3 
(2,7x10-3-7,9x10-2) 

2,4x10-2 
(1,5x10-2-3,3x10-2) 

3/2 0,56 

14 7,21 
(5,49-7,64) 

6,76 
(5,8-7,9) 

4/3 1 6,1x10-2 
(7,4x10-3-1,6x10-1) 

1,7x10-2 
(1,3x10-3-4,6x10-2) 

4/3 0,10 

28 7,06 
(4,47-8,56) 

6,46 
(5,55-6,93) 

5/5 0,46 1,6x10-1 
(4,0x10-5-1,06) 

9,5x10-2 
(8,2x10-3-1,7x10-1) 

5/5 0,60 

31 5,71 
(4,65-6,12) 

6,14 
(5,88-6,4) 

4/2 0,16 1,09x10-2 
(3,4x10-4-2,4x10-2) 

2,2x10-2 
(2,0x10-2-2,3x10-2) 

4/2 0,35 

35 6,87 
(6,33-7,41) 

5,98 
(5,05-7,7) 

2/4 0,64 2,1x10-1 
(2,4x10-2-4,1x10-1) 

6,5x10-2 
(2,4x10-3-1,63) 

2/4 1 

56 4,70 
(4,15-5,26) 

5,12 
(4,69-5,56) 

2/2 0,43 4,9x10-4 
(0x10-6,1x10-3) 

1,2x10-3 
(4,8x10-4-2,0x10-3) 

2/2 1 

 Bifidobacterium spp. 

7 5,99 
(5,4-6,58) 

5,68 
(5,52-5,75) 

2/3 1 4,6x10-3 
(6,1x10-4-8,5x10-3) 

9,5x10-4 
(9,1x10-4-5,2x10-3) 

2/3 1 

14 4,93 
(4,77-5,25) 

5,79 
(5,08-6,51) 

3/2 0,24 3,0x10-4 
(9,0x10-5-2,0x10-3) 

3,4x10-3 
(7,0x10-5-6,7x10-3) 

3/2 1 

28 5,57 
(4,74-6,34) 

4,81 
(4,54-5,94) 

4/3 0,28 3,3x10-3 
(7,0x10-5-6,3x10-3) 

1,6x10-2 
(7,2x10-4-2,8x10-2) 

4/3 0,28 

31 4,64 NDg 1/0  3,6x10-4 ND 1/0  

35 4,98 
(3,91-6,06) 

5,25 
 

2/1 1 1,5x10-2 
(2,3x10-4-3,0x10-2) 

4,3x10-2 
(4,3x10-2-4,3x10-2) 

2/1 0,22 

56 4,08 
(3,74-4,42) 

5,74 
 

2/1 0,22 2,5x10-3 
(9,1x10-4-4,2x10-3) 

1,5x10-3 
(0x10-3,09x10-3) 

2/1 0,43 

a-Kontrollgruppe; b-Probiotikum-Gruppe; c-Anzahl der untersuchten Proben; d-Anzahl der positiven 
Ergebnisse von jeweils 5 untersuchten Proben (Kontrollgruppe/Probiotikum-Gruppe); e-Signifikanz 
nach Mann-Whitney Test; f-Median (minimaler Wert-maximaler Wert); g-keine Signalbildung wäh-
rend der Real Time PCR 
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Tab. A25: Populationen von L. acidophilus, L. amylovorus und L. johnsonii im distalen Jejunum der 
Versuchsferkel 

 Zellzahl 
 [Log10 Zellen/g Feuchtmasse] 

Anteil an der gesamten Laktobazillen-Population  
[%] 

Alter KGa  (N=5) PGb (N=5)c nd Pe KG  (N=5) PG  (N=5) n P 

L. acidophilus 
7 5,47f 

(5,41-5,92) 
5,06 3/1 0,18 1,0x10-1 

(2,8x10-2-1,2x10-1) 
7,22 x10-2 3/1 0,65 

14 4,94 
(4,88-5) 

5,28 
(4,91-5,65) 

2/2 0,43 8,2x10-2 
(2,4x10-2-1,4x10-1) 

4,5 x10-2 
(1,8x10-2-7,2x10-2) 

2/2 0,68 

28 4,84 
(4,17-5,7) 

ND 4/0 - 8,5x10-2 
(2,3x10-2-1,5x10-1) 

ND 4/0  

31 4,60 
(4,43-4,78) 

ND 2/0 - 6,9x10-2 
(4,6x10-2-9,3x10-2) 

ND 2/0  

35 4,86 
(4,71-5,02) 

ND 2/0 - 8,1x10-2 
(5,5x10-2-1,0x10-1) 

ND 2/0  

56 ND 4,72 0/1 - ND 5,39 x10-2 0/1  

L. amylovorus  
7 7,69 

(7,16-7,85) 
7,46 

(6,66-8,0) 
3/4 0,72 7,04 

(5,12-7,93) 
6,31 

(2,88-9,63) 
3/4 0,91 

14 5,97 
(3,16-7,09) 

7,04 
(5,98-7,36) 

4/3 0,28 2,53 
(0,02-11,17) 

2,45 
(0,59-3,73) 

4/3 0,91 

28 6,6 
(5,97-7,47) 

4,97 
(4,53-6,89) 

5/5 0,05 6,28 
(1,50-8,20) 

1,08 
(0,01-12,42) 

5/5 0,34 

31 4,59 
(2,88-6,53) 

3,45 
(2,61-7,18) 

5/5 0,60 0,64 
(0,04-5,25) 

0,48 
(0,003-10,45) 

5/5 0,91 

35 6,23 
(3,16-7,05) 

3,69 
(3,01-6,08) 

5/5 0,25 4,43 
(0,001-11,48) 

0,13 
(0,01-26,53) 

5/5 0,60 

56 3,85 
(2,47-5,04) 

6,26 
(3,11-7,41) 

5/5 0,25 1,02 
(0,33-3,58) 

4,36 
(0,22-26,79) 

5/5 0,25 

L. johnsonii  

7 6,29 
(4,26-6,93) 

6,41 
(5,94-7,12) 

3/4 0,72 0,22 
(0,003-3,03) 

0,90 
(0,07-3,29) 

3/4 0,48 

14 5,43 
(4,82-6,45) 

5,94 
(4,77-7,39) 

4/3 0,72 1,50 
(0,12-5,19) 

0,19 
(0,04-4,02) 

4/3 0,48 

28 5,41 
(4,12-6,33) 

5,79 
(5,15-6,98) 

5/5 0,25 0,12 
(0,03-4,47) 

2,03 
(0,28-8,85) 

5/5 0,05 

31 5,86 
(4,2-6,78) 

6,66 
(3,96-7,31) 

5/5 0,60 13,42 
(0,52-21,02) 

10,97 
(5,22-25,02) 

5/5 0,91 

35 6,85 
(4,08-7,08) 

5,78 
(4,68-6,37) 

5/5 0,46 7,93 
(0,01-20,31) 

9,91 
(4,37-21,78) 

5/5 0,60 

56 4,43 
(3,49-6,25) 

4,55 
(3,52-7,18) 

5/5 0,46 11,71 
(6,07-13,28) 

8,39 
(0,03-19,31) 

5/5 0,34 

a-Kontrollgruppe; b-Probiotikum-Gruppe; c-Anzahl der untersuchten Proben; d-Anzahl der positiven 
Ergebnisse von jeweils 5 untersuchten Proben (Kontrollgruppe/Probiotikum-Gruppe); e-Signifikanz 
nach Mann-Whitney Test; f-Median (minimaler Wert-maximaler Wert) 
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Tab. A26: Populationen von L. mucosae und L. reuteri im distalen Jejunum der Versuchsferkel 

 Zellzahl 
 [Log10 Zellen/g Feuchtmasse] 

Anteil an der gesamten Laktobazillen-
Population [%] 

Alter KGa  (N=5) PGb (N=5)c nd Pe KG  (N=5) PG  (N=5) n P 

L. mucosae 

7 7,2f 
(6,68-7,71) 

6,65 
(5,92-7,12) 

3/4 0,11 2,28 
(1,71-5,81) 

0,87 
(0,34-2,22) 

3/4 0,04 

14 6,23 6,84 
(6,24-7,44) 

1/2 0,22 24,32 2,75 
(1,08-4,43) 

1/2 0,22 

28 6,85 
(6,65-7,05) 

6,11 
(4,44-6,48) 

2/3 0,05 9,36 
(7,11-11,61) 

4,86 
(0,88-10,98) 

2/3 0,24 

31 6,71 
(6,07-7,17) 

3,85 
(3,68-7,45) 

3/3 0,51 8,03 
(4,05-25,43) 

4,23 
(2,55-19,57) 

3/3 0,51 

35 6,61 5,09 
(4,98-5,85) 

1/3 0,10 4,19 4,46 
(0,84-15,70) 

1/3 0,65 

56 5,18 
(4,51-5,86) 

3,75 
(3,31-4,19) 

2/2 0,09 5,00 
(4,66-5,34) 

4,92 
(2,67-7,16) 

2/2 1 

L. reuteri 

7 7,26 
(6,6-8,33) 

6,55 
(5,88-6,75) 

3/4 0,08 2,65 
(1,41-24,18) 

1,37 
(0,07-2,75) 

3/4 0,28 

14 6,95 
(5,74-8,04) 

7,78 
(7,61-7,92) 

4/3 0,28 23,46 
(7,76-100,00) 

13,65 
(8,97-37,50) 

4/3 0,72 

28 6,51 
(5,96-7,69) 

7,09 
(4,63-7,96) 

5/5 0,75 5,25 
(0,93-33,81) 

19,32 
(1,36-50,46) 

5/5 0,34 

31 5,82 
(3,98-6,51) 

6,97 
(3,32-7,27) 

4/5 0,62 5,01 
(0,00-9,85) 

11,56 
(1,09-45,95) 

4/5 0,32 

35 6,42 
(5,29-6,86) 

5,48 
(4,89-6,18) 

5/5 0,10 7,62 
(0,25-27,07) 

19,72 
(1,20-28,05) 

5/5 0,60 

56 4,77 
(4,21-6,66) 

5,92 
(3,82-7,58) 

5/4 0,62 31,66 
(10,06-66,52) 

19,88 
(0,00-28,44) 

5/4 0,32 

a-Kontrollgruppe; b-Probiotikum-Gruppe; c-Anzahl der untersuchten Proben; d-Anzahl der positiven 
Ergebnisse von jeweils 5 untersuchten Proben (Kontrollgruppe/Probiotikum-Gruppe); e-Signifikanz 
nach Mann-Whitney Test; f-Median (minimaler Wert-maximaler Wert) 
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Tab. A27: Gesamt-Laktat im distalen Jejunum der Versuchsferkel 

 Gesamt-Laktat 
[mg/g FM] 

Verhältnis L/D-Laktat 

Alter Kontrolle  
(N=5)b 

Probiotikuma 

 (N=5) 
nc Pd 

Kontrolle  
(N=5) 

Probiotikum 
 (N=5) 

n P 

28 1,15 
(0,68-2,98) 

1,15 
(0,74-1,76) 

3/4 1 1,36 
(0,98-9,01) 

9,89 
(1,92-16,98) 

3/4 0,15 

31 1,90 
(0,16-6,37) 

3,42 
(0,34-4,55) 

5/5 0,75 2,58 
(0,75-48,43) 

4,38 
(1,66-85,43) 

5/5 0,46 

35 1,76 
(0,40-7,67) 

0,71 
(0,21-2,94) 

5/5 0,60 2,49 
(0,83-183,97) 

7,42 
(4,10-62,45) 

5/5 0,11 

56 0,83 
(0,31-0,91) 

1,48 
(0,55-2,70) 

4/5 0,05 91,26 
(6,85-404,61) 

10,86 
(5,20-288,5) 

4/5 0,46 

a – Fütterungsgruppe; b - Anzahl der untersuchten Proben; c - Anzahl der Proben mit positiven Wer-
ten; d - Signifikanz nach Mann-Whitney Test; e - Median (Minimum-Maximum)  

Tab. A28: Gehalt von L(+)- und D(-)-Isomeren des Laktats im distalen Jejunum der Versuchsferkel 

 Konzentration  
[mg/g FM] 

Relativer Anteil  
[in % des Gesamt-Laktats] 

Alter Kontrolle  
(N=5)b 

Probiotikuma 

 (N=5) 
nc Pd 

Kontrolle  
(N=5) 

Probiotikum 
 (N=5) 

n P 

 
 

L(+) Isomer 

28 1,03e 

(0,34-1,71) 
0,96 

(0,7-1,16) 
3/4 0,72 57,62 

(49,57-90,01) 
84,50 

(65,76-94,44) 
3/4 0,15 

31 1,36 
(0,15-3,1) 

2,13 
(0,34-3,58) 

5/5 0,60 72,09 
(43,02-97,98) 

81,42 
(62,40-98,84) 

5/5 0,46 

35 1,18 
(0,31-3,48) 

0,56 
(0,18-2,59) 

5/5 0,75 71,32 
(45,37-99,46) 

88,13 
(80,39-98,42) 

5/5 0,11 

56 0,78 
(0,3-0,89) 

1,24 
(0,54-2,12) 

4/5 0,05 98,83 
(87,27-99,75) 

91,57 
(73,01-99,65) 

4/5 0,46 

 
D(-) Isomer 

28 0,34e 

(0,11-1,26) 
0,18 

(0,04-0,6) 
3/4 0,28 42,39 

(9,99-50,43) 
15,50 

(5,56-34,24) 
3/4 0,15 

31 0,52 
(0,003-3,27) 

0,69 
(0-1,29) 

5/5 0,75 27,91 
(2,02-56,98) 

18,58 
(1,16-37,60) 

5/5 0,46 

35 0,42 
(0,002-4,19) 

0,06 
(0,01-0,35) 

5/5 0,25 28,68 
(0,54-54,63) 

11,87 
(1,58-19,61) 

5/5 0,11 

56 0,005 
(0,002-0,12) 

0,19 
(0,002-0,73) 

4/5 0,46 1,17 
(0,25-12,73) 

8,43 
(0,35-26,99) 

4/5 0,46 

a – Fütterungsgruppe; b - Anzahl der untersuchten Proben; c - Anzahl der Proben mit positiven Wer-
ten; d - Signifikanz nach Mann-Whitney Test; e - Median (Minimum-Maximum)  

Tab. A29: Ammoniumionen-Gehalt im distalen Jejunum der Versuchsferkel 

Alter Kontrolle  
(N=5)b 

Probiotikuma 

 (N=5) 
nc Pd 

28 0,71 
(0,43-1,00) 

0,60 
(0,47-0,73) 

2/2 1 

31 0,40 
(0,26-0,47) 

0,31 
(0,28-0,39) 

5/5 0,91 

35 0,29 
(0,22-0,34) 

0,29 
(0,27-0,34) 

5/5 0,34 

56 0,24 
(0,13-0,35) 

0,25 
(0,15-0,30) 

4/5 0,80 

a – Fütterungsgruppe; b - Anzahl der untersuchten Proben; c - Anzahl der Proben mit positiven Wer-
ten; d - Signifikanz nach Mann-Whitney Test; e - Median (Minimum-Maximum)  
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Tab. A30: Gehalt der extrahierten DNA und Zelldichte der eubakteriellen 16S rDNA-Population im 
Colon ascendens der Versuchsferkel 

 DNA-Konzentration 
[ng/µl] 

Eubakterielle Population 
 [Lg 10 Zellen/g Feuchtmasse] 

Alter Kontrolle  
(n=5) 

Probiotikum 
(n=5) 

P 
Kontrolle  

(n=5) 
Probiotikum 

(n=5) 
P 

7 1035,15 
(900-2341,4) 

2332,4 
(521,6-4197,3) 

0,80 11,39 
(11,07-11,71) 

12,05 
(11,86-12,41) 

0,01 

14 1800,9 
(755,9-4503,6) 

1206,3 
(233,3-2936) 

0,60 11,40 
(10,57-11,95) 

11,84 
(11,46-11,91) 

0,29 

28 1062,2 
(1026,1-2008,1) 

927,0 
(422,5-3350,5) 

0,60 11,13 
(10,86-11,73) 

11,78 
(11,6-11,82) 

0,02 

31 1143,2 
(692,8-1818,9) 

755,9 
(377,5-4539,6) 

0,40 11,13 
(10,83-11,30) 

11,5 
(9,98-12,1) 

0,34 

35 1044,1 
(665,8-1089,2) 

737,8 
(368,5-1503,6) 

0,91 11,21 
(10,68-11,74) 

11,69 
(10,91-11,92) 

0,10 

56 1341,4 
(800,9-1818,9) 

791,9 
(134,2-3873) 

0,25 10,71 
(9,93-11,65) 

11,61 
(11,33-11,99) 

0,07 
 

a-Kontrollgruppe; b-Probiotikum-Gruppe; c-Anzahl der untersuchten Proben; d-Signifikanz nach 
Mann-Whitney Test; e-Median (minimaler Wert-maximaler Wert) 
 
 

 

 
Abb. A3: DGGE-Profile der eubakteriellen 16S rDNA-Populationen im Colon ascendens der Ver-

suchsferkel vor (7., 14., 28. Tag) und nach dem Absetzen (31., 35., 56. Tag)  

(PG - Probiotikum-Gruppe, KG – Kontrollgruppe, ST – Standard-Probe) 
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Tab. A31: Diversität der bakteriellen Gemeinschaften im Colon ascendens der Versuchsferkel (darge-
stellt sind errechnete Diversität-Indizes) 

Richness Evenness 

Alter 
KGa  

(N=5) 
PGb 

 (N=5)c Pd KG  
(N=5) 

PG 
 (N=5) 

P 

7 40e 
(10-55) 

25 
(10-41) 

0,26 0,81 
(0,72-0,9) 

0,77 
(0,38-0,89) 

0,80 

14 38 
(17-47) 

41 
(22-55) 

0,40 0,81 
(0,67-0,86) 

0,83 
(0,77-0,87) 

0,60 

28 39 
(33-42) 

37 
(11-52) 

0,91 0,85 
(0,79-0,86) 

0,84 
(0,79-0,89) 

0,67 

31 24 
(21-52) 

40 
(14-41) 

0,59 0,80 
(0,65-0,85) 

0,84 
(0,58-0,94) 

0,34 

35 37 
(34-50) 

45 
(21-54) 

0,83 0,87 
(0,63-0,89) 

0,78 
(0,63-0,85) 

0,10 

56 20 
(18-40) 

39 
(36-43) 

0,05 0,85 
(0,68-0,89) 

0,86 
(0,76-0,90) 

0,53 

 Shannon-Index Simpson-Index 
7 3,04 

(1,66-3,45) 
2,09 

(1,40-2,72) 
0,11 0,07 

(0,04-0,24) 
0,12 

(0,07-0,15) 
0,32 

14 2,98 
(2,17-3,22) 

3,03 
(2,67-3,36) 

0,60 0,07 
(0,05-0,17) 

0,07 
(0,05-0,10) 

0,60 

28 3,05 
(2,86-3,19) 

2,97 
(2,12-3,45) 

0,75 0,06 
(0,06-0,08) 

0,09 
(0,04-0,15) 

0,60 

31 2,55 
(2,45-3,04) 

3,08 
(2,16-3,13) 

0,46 0,10 
(0,04-0,13) 

0,05 
(0,05-0,09) 

0,07 

35 3,07 
(2,48-3,26) 

2,61 
(2,49-2,96) 

0,25 0,06 
(0,04-0,11) 

0,05 
(0,03-0,10) 

0,46 

56 2,57 
(1,95-3,21) 

3,19 
(2,87-3,23) 

0,09 0,10 
(0,04-0,25) 

0,05 
(0,04-0,07) 

0,07 

a-Kontrollgruppe; b-Probiotikum-Gruppe; c-Anzahl der untersuchten Proben; d-Signifikanz nach 
Mann-Whitney Test; e-Median (minimaler Wert-maximaler Wert) 

Tab. A32: Sörensen-Ähnlichkeitswerte der bakteriellen Gemeinschaften im Colon ascendens der 
Versuchsferkel  

Innerhalb der Fütterungsgrup-
pe 

Zwischen den  
Fütterungsgruppen 

A
lte

r 

KGa  
 

PGb 

 Pc  P P 

7 0,34e 

(0,21-0,47) 
0,50 

(0,39-0,8) 
0,006 0,4 

(0,27-0,61) 
0,004 0,15 

14 0,45 
(0,33-0,66) 

0,47 
(0,44-0,58) 

0,47 0,51 
(0,35-0,61) 

0,75 0,64 

28 0,54 
(0,41-0,61) 

0,40 
(0,26-0,61) 

0,02 0,48 
(0,3-0,62) 

0,28 0,05 

31 0,42 
(0,36-0,52) 

0,55 
(0,22-0,76) 

0,40 0,38 
(0,17-0,62) 

0,12 0,42 

35 0,56 
(0,47-0,68) 

0,5 
(0,42-0,67) 

0,11 0,55 
(0,47-0,67) 

0,08 0,62 

56 0,53 
(0,37-0,68) 

0,6 
(0,55-0,73) 

0,01 0,51 
(0,36-0,7) 

0,009 0,96 

a-Kontrollgruppe; b-Probiotikum-Gruppe; c-Anzahl der untersuchten Proben; d-Signifikanz nach 
Mann-Whitney Test; e-Median (minimaler Wert-maximaler Wert) 
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Tab. A33: Populationen von Lactobacillus spp. und Enterococcus spp. im Colon ascendens der Ver-
suchsferkel 

 Zellzahl 
 [Log10 Zellen/g Feuchtmasse] 

Anteil an der gesamten eubakteriellen Popula-
tion [%] 

Alter 
KGa  (N=5) PGb  (N=5)c nd Pe KG  (N=5) PG  (N=5) n P 

 Lactobacillus spp. 

7 9,33f 

(7,99-10,09) 
9,56 

(9,3-9,76) 
3/5 0,46 0,60 

(0,06-10,55) 
0,41 

(0,10-0,51) 
3/5 0,62 

14 9,14 
(8,93-10,09) 

9,52 
(8,57-10,09) 

5/5 0,91 0,88 
(0,55-2,28) 

0,45 
(0,13-1,49) 

5/5 0,04 

28 9,22 
(8,4-9,59) 

8,67 
(8,51-9,2) 

5/5 0,10 0,53 
(0,34-2,88) 

0,12 
(0,06-0,25) 

5/5 0,009 

31 8,37 
(7,22-9,24) 

8,86 
(7,63-9,47) 

5/5 0,34 0,34 
(0,01-1,29) 

0,23 
(0,09-1,71) 

5/5 0,91 

35 9,01 
(8,95-9,41) 

9,33 
(8,07-9,52) 

5/5 0,75 0,81 
(0,18-1,84) 

0,38 
(0,12-0,71) 

5/5 0,05 

56 7,52 
(6,03-9,29) 

8,11 
(7,57-8,98) 

5/5 0,25 0,12 
(0,008-3,24) 

0,03 
(0,009-0,45) 

5/5 0,75 

 Enterococcus spp. 

7 5,73 
(4,39-6,86) 

7,49 
(7,02-7,65) 

4/5 0,01 4,6x10-4 
(1,5x10-5-6,2x10-3) 

2,0x10-3 
(4,1x10-4-5,7x10-3) 

4/5 0,32 

14 6,06 
(5,4-6,85) 

6,88 
(6,54-7,54) 

5/5 0,02 6,7x10-4 
(3,0x10-4-1,0x10-3) 

1,8x10-3 
(1,0x10-3-4,2x10-3) 

5/5 0,01 

28 5,51 
(4,78-5,68) 

6,01 
(5,43-6,14) 

5/5 0,11 1,1x10-4 
(7,6x10-5-2,3x10-4) 

1,6x10-4 
(5,6x10-5-2,0x10-4) 

5/5 0,91 

31 4,04 
(3,09-5,36) 

5,38 
(5,03-5,55) 

5/5 0,04 5,6x10-6 
(1,4x10-6-2,3x10-4) 

6,8x10-5 
(1,8x10-5-3,0x10-3) 

5/5 0,09 

35 4,65 
(3,78-7,52) 

6,98 
(5,13-8,31) 

4/4 0,10 4,4x10-6 
(0x10-6,8x10-2) 

1,6x10-4 
(0-3,4x10-2) 

4/4 0,67 

56 4,46 
(2,77-4,78) 

5,68 
(5,44-6,11) 

5/5 0,009 1,4x10-5 
(1,1x10-6-3,3x10-4) 

1,9x10-4 
(4,8x10-5-3,1x10-4) 

5/5 0,10 

a-Kontrollgruppe; b-Probiotikum-Gruppe; c-Anzahl der untersuchten Proben; d-Anzahl der positiven 
Ergebnisse von jeweils 5 untersuchten Proben (Kontrollgruppe/Probiotikum-Gruppe); e-Signifikanz 
nach Mann-Whitney Test; f-Median (minimaler Wert-maximaler Wert) 
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Tab. A34: Populationen von Escherichia spp. und Bifidobacterium spp. im Colon ascendens der 
Versuchsferkel 

 Zellzahl 
 [Log10 Zellen/g Feuchtmasse] 

Anteil an der gesamten eubakteriellen Popula-
tion [%] 

Al 
ter KGa  (N=5) PGb  (N=5)c nd Pe KG  (N=5) PG  (N=5) n P 

 Escherichia spp. 

7 8,85f 

(8,48-9,23) 
5,26 

(4,43-5,89) 
2/4 0,04 7,5x10-1 

(8,1x10-2-1,4x10) 
2,6x10-5 

(0x10-7,0x10-5) 
 0,05 

14 8,02 
(5,34-8,37) 

5,57 
(5,14-6,0) 

5/2 0,24 5,4x10-2 
(3,0x10-5-6,3x10-1) 

8,2x10-5 
(2,0x10-5-1,5x10-4) 

 0,24 

28 7,35 
(6,54-9,55) 

ND 4/0  1,9x10-2 
(4,8x10-3-1,0x10) 

ND   

31 8,03 
(7,74-8,05) 

ND 4/0  7,1x10-2 
(5,6x10-2-1,5x10-1) 

ND   

35 6,10 
(5,44-8,12) 

6,08 
 

4/1 1 1,0x10-3 
(1,7x10-4-2,7x10-1) 

1,4x10-4 
(1,5x10-4-1,5x10-4) 

 0,10 

56 6,28 
(5,82-7,33) 

ND 3/0  3,1x10-3 
(1,2x10-3-2,5x10-1) 

ND   

 Bifidobacterium spp. 

7 5,38 
(4,36-7,09) 

5,84 
(5,62-6,06) 

3/2 0,56 2,0x10-4 
(1,0x10-5-3,3x10-3) 

3,3x10-5 
(2,0x10-5-5,0x10-5) 

 0,56 

14 6,19 
(4,65-7,97) 

5,84 
(4,79-6,96) 

5/3 0,65 6,1x10-4 
(0-5,1x10-2) 

9,9x10-5 
(2,0x10-5-1,1x10-3) 

 0,45 

28 7,25 
(7,18-8,4) 

6,415 
(5,37-7,61) 

3/4 0,11 2,0x10-2 
(1,3x10-2-7,5x10-2) 

6,0x10-4 
(4,0x10-5-6,7x10-3) 

 0,03 

31 5,52 
(5,3-6,21) 

5,73 
(4,01-6,02) 

4/5 0,80 2,8x10-4 
(1,6x10-4-1,8x10-3) 

4,2x10-5 
(0x10-1,1x10-2) 

 0,46 

35 6,09 
(4,9-8,11) 

5,73 
(5,36-6,62) 

5/3 0,45 2,5x10-3 
(1,0x10-5-7,8x10-2) 

4,9x10-4 
(5,0x10-5-6,7x10-4) 

 0,29 

56 6,00 
(5,73-6,27) 

6,2 
(5,09-7,31) 

2/2 1 3,2x10-3 
(3,1x10-3-3,3x10-3) 

4,8x10-3 
(3,0x10-5-9,6x10-3) 

 1 

a-Kontrollgruppe; b-Probiotikum-Gruppe; c-Anzahl der untersuchten Proben; d-Anzahl der positiven 
Ergebnisse von jeweils 5 untersuchten Proben (Kontrollgruppe/Probiotikum-Gruppe); e-Signifikanz 
nach Mann-Whitney Test; f-Median (minimaler Wert-maximaler Wert); g-keine Signalbildung wäh-
rend der Real Time PCR 
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Tab. A35: Populationen von L. acidophilus, L. amylovorus und L. johnsonii im Colon ascendens der 
Versuchsferkel 

 Zellzahl 
 [Log10 Zellen/g Feuchtmasse] 

Anteil an der gesamten Laktobazillen-Population  
[%] 

Alter KGa  (N=5) PGb (N=5)c nd Pe KG  (N=5) PG  (N=5) n P 

L. acidophilus 
7 3,79f 

(2,73-4,85) 
4,95 

(4,59-6,26) 
2/3 0,24 3,6x10-2 

(2,0x10-5-7,2x10-2) 
1,5x10-3 

(1,2x10-3-4,4x10-2) 
2/3 0,51 

14 6,33 
(6,33-6,33) 

3,53 1/1 0,31 1,7x10-2 
 

9,00 x10-4 1/1 0,31 

28 4,47 
(3,7-5,25) 

4,37 2/1 - 3,2x10-3 
(4,2x10-4-6,1x10-3) 

7,2 x10-3 2/1 0,48 

31 ND 3,35 0/1 -  5,2 x10-3 0/1  

35 4,62 5,15 1/1 - 1,61x10-3 
 

1,2 x10-1 1/1 0,31 

56 ND 4,38 
(4,26-4,5) 

0/2 0,31  3,3x10-3 

(1,9x10-3-4,7x10-3) 
0/2  

L. amylovorus  
7 7,07 

(6,04-8,52) 
8,01 

(7,75-8,79) 
4/5 0,10 2,89 

(0,03-3,53) 
3,27 

(0,97-16,87) 
4/5 0,32 

14 6,32 
(3,96-8,49) 

7,36 
(7,24-7,78) 

5/5 0,46 0,21 
(0,001-2,50) 

0,73 
(0,49-4,70) 

5/5 0,25 

28 6,65 
(2,97-8,17) 

6,19 
(5,25-6,7) 

5/5 0,34 0,25 
(0,0004-5,16) 

0,09 
(0,02-1,08) 

5/5 0,46 

31 3,93 
(3,18-5,95) 

5,25 
(3,72-6,76) 

5/5 0,60 0,05 
(0,001-0,08) 

0,006 
(0,0003-1,21) 

5/5 0,74 

35 7,41 
(3,48-7,93) 

6,08 
(4,7-7,02) 

5/5 0,60 1,32 
(0,0003-6,27) 

0,05 
(0,002-8,82) 

5/5 0,91 

56 4,65 
(3,73-5,87) 

7,11 
(4,01-7,61) 

5/5 0,07 0,13 
(0,02-0,61) 

1,91 
(0,008-92,69) 

5/5 0,11 

L. johnsonii  

7 6,42 
(4,15-6,45) 

7,42 
(4,99-8,04) 

3/5 0,10 0,22 
(0,0001-2,69) 

0,84 
(0,005-3,03) 

3/5 0,76 

14 5,54 
(4,84-8,51) 

6,91 
(6,42-7,85) 

5/5 0,11 0,008 
(0,007-2,62) 

0,71 
(0,07-2,00) 

5/5 0,09 

28 6,31 
(5,6-7,04) 

7,12 
(6,25-8,09) 

5/5 0,05 0,13 
(0,03-0,45) 

4,03 
(0,38-7,84) 

5/5 0,01 

31 6,16 
(5,69-6,79) 

7,46 
(6,36-7,9) 

5/5 0,02 0,63 
(0,06-3,85) 

3,95 
(0,91-13,31) 

5/5 0,04 

35 7,97 7,78 
(5,79-8,23) 

2/5 0,24 7,07 
(3,63-10,51) 

2,80 
(0,52-5,34) 

2/5 0,10 

56 5,78 
(4,2-7,67) 

6,85 
(4,9-7,71) 

5/4 0,46 2,43 
(1,48-3,38) 

4,20 
(0,18-6,83) 

5/4 0,32 

a-Kontrollgruppe; b-Probiotikum-Gruppe; c-Anzahl der untersuchten Proben; d-Anzahl der positiven 
Ergebnisse von jeweils 5 untersuchten Proben (Kontrollgruppe/Probiotikum-Gruppe); e-Signifikanz 
nach Mann-Whitney Test; f-Median (minimaler Wert-maximaler Wert) 
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Tab. A36: Populationen von L. mucosae und L. reuteri im Colon ascendens der Versuchsferkel 

 Zellzahl 
 [Log10 Zellen/g Feuchtmasse] 

Anteil an der gesamten Laktobazillen-
Population  

[%] 

Alter KGa  (N=5) PGb (N=5)c nd Pe KG  (N=5) PG  (N=5) n P 

L. mucosae 

7 6,8 
(6,38-7,22) 

7,91 
(7,78-8,04) 

2/2 0,10 1,30 
(0,13-2,47) 

2,23 
(1,43-3,02) 

2/2 0,43 

14 6,98 
(5,62-8,35) 

7,1 2/1 - 0,93 
(0,05-1,81) 

0,35 
 

2/1 1 

28 7,74 
(7,1-7,83) 

7,31 3/1 0,65 1,76 
(0,75-1,89) 

4,39 
 

3/1 0,11 

31 6,745 
(5,09-8,03) 

6,745 
(6,04-7,98) 

4/4 0,77 1,55 
(0,47-10,38) 

1,67 
(0,62-13,02) 

4/4 0,56 

35 7,78 
(7,46-8,31) 

7,97 
(7,9-8,22) 

3/3 0,51 6,74 
(2,80-7,82) 

3,71 
(2,88-5,28) 

3/3 0,51 

56 ND 6,83 0/1 - ND 5,18 0/1  

L. reuteri 

7 7,91 
(6,32-8,93) 

8,62 
(6,97-8,91) 

4/5 0,62 12,51 
(0,19-24,05) 

11,56 
(0,47-23,02) 

4/5 1 

14 8,77 
(7,49-9,11) 

8,77 
(8,07-8,81) 

5/5 0,67 26,20 
(3,67-54,51) 

19,64 
(4,90-43,49) 

5/5 0,91 

28 8,21 
(6,91-8,95) 

8,08 
(7,05-8,69) 

5/5 0,75 9,76 
(3,25-22,77) 

21,57 
(3,40-102,89) 

5/5 0,46 

31 6,45 
(4,33-7,94) 

7,25 
(4,66-8,73) 

5/5 0,46 0,97 
(0,13-8,49) 

2,44 
(0,02-18,42) 

5/5 0,25 

35 8,05 
(6,67-9,08) 

8,15 
(7,12-9,84) 

5/5 0,46 11,06 
(0,35-118,88) 

19,18 
(6,55-213,08) 

5/5 0,46 

56 6,43 
(5,53-7,88) 

8,19 
(6,98-8,71) 

5/5 0,04 8,04 
(3,95-31,28) 

53,26 
(14,07-352,73) 

5/5 0,02 

a-Kontrollgruppe; b-Probiotikum-Gruppe; c-Anzahl der untersuchten Proben; d-Anzahl der positiven 
Ergebnisse von jeweils 5 untersuchten Proben (Kontrollgruppe/Probiotikum-Gruppe); e-Signifikanz 
nach Mann-Whitney Test; f-Median (minimaler Wert-maximaler Wert) 
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Tab. A37: Gesamt-Laktat im Colon ascendens der Versuchsferkel 

 Gesamt-Laktat 
[mg/g FM] 

Verhältnis L/D-Laktat 

Alter Kontrolle  
(N=5)b 

Probiotikuma 

 (N=5) 
nc Pd 

Kontrolle  
(N=5) 

Probiotikum 
 (N=5) 

n P 

7 0,19 
(0,09-0,91) 

0,28 
(0,16-0,40) 

2/3 1 0,86 
(0,53-0,93) 

0,90 
(0,83-0,98) 

2/3 0,56 

14 0,11 
(0,04-0,42) 

0,13 
(0,04-0,41) 

4/5 0,62 0,85 
(0,67-1,07) 

0,87 
(0,80-0,99) 

4/5 0,80 

28 0,14 
(0,06-0,33) 

0,13 
(0,02-0,21) 

4/5 0,62 0,92 
(0,58-1,03) 

1,01 
(0,70-1,19) 

4/5 0,32 

31 0,09 
(0,01-0,17) 

0,20 
(0,02-0,65) 

5/5 0,11 0,86 
(0,77-2,02) 

0,97 
(0,90-1,13) 

5/5 0,34 

35 0,11 
(0,07-0,33) 

0,15 
(0,09-1,04) 

5/5 0,10 0,87 
(0,54-1,07) 

0,93 
(0,82-1,02) 

5/5 0,25 

56 0,05 
(0,01-0,07) 

0,07 
(0,05-0,15) 

5/5 0,04 0,64 
(0,34-0,91) 

1,00 
(0,41-1,06) 

5/5 0,10 

a – Fütterungsgruppe; b - Anzahl der untersuchten Proben; c - Anzahl der Proben mit positiven Wer-
ten; d - Signifikanz nach Mann-Whitney Test; e - Median (Minimum-Maximum)  

 

Tab. A38: Gehalt von L(+)- und D(-)-Isomeren des Laktats im Colon ascendens der Versuchsferkel 

 Konzentration  
[mg/g FM] 

Relativer Anteil  
[in % des Gesamt-Laktats] 

Alter Kontrolle  
(N=5)b 

Probiotikuma 

 (N=5) 
nc Pd 

Kontrolle  
(N=5) 

Probiotikum 
 (N=5) 

n P 

 
 

L(+) Isomer 

7 0,08 
(0,04-0,31) 

0,13 
(0,08-0,18) 

2/3 1 46,38 
(34,45-48,09) 

47,43 
(45,46-49,39) 

2/3 0,56 

14 0,04 
(0,02-0,2) 

0,06 
(0,02-0,2) 

4/5 0,62 45,94 
(40,22-51,72) 

46,59 
(44,39-49,64) 

4/5 0,80 

28 0,06 
(0,03-0,16) 

0,07 
(0,01-0,11) 

4/5 0,62 47,90 
(36,88-50,82) 

50,30 
(41,11-54,28) 

4/5 0,32 

31 0,03 
(0,01-0,07) 

0,09 
(0,01-0,32) 

5/5 0,17 46,17 
(43,65-66,87) 

49,22 
(47,36-53,05) 

5/5 0,34 

35 0,05 
(0,03-0,15) 

0,07 
(0,04-0,5) 

5/5 0,11 46,54 
(35,07-51,74) 

48,27 
(45,15-50,44) 

5/5 0,25 

56 0,01 
(0-0,03) 

0,03 
(0,01-0,08) 

5/5 0,07 39,20 
(25,61-47,56) 

50,00 
(29,04-51,46) 

5/5 0,10 

 
D(-) Isomer 

7 0,10 
(0,05-0,6) 

0,15 
(0,08-0,22) 

2/3 1 53,62 
(51,91-65,55) 

52,57 
(50,61-54,54) 

2/3 0,56 

14 0,06 
(0,02-0,22) 

0,06 
(0,02-0,22) 

4/5 1 54,06 
(48,28-59,78) 

53,41 
(50,36-55,61) 

4/5 0,80 

28 0,06 
(0,03-0,17) 

0,06 
(0,01-0,1) 

4/5 0,46 52,10 
(49,18-63,12) 

49,70 
(45,72-58,89) 

4/5 0,32 

31 0,04 
(0,003-0,09) 

0,10 
(0,01-0,33) 

5/5 0,17 53,83 
(33,13-56,35) 

50,78 
(46,95-52,64) 

5/5 0,34 

35 0,05 
(0,05-0,18) 

0,07 
(0,05-0,54) 

5/5 0,11 53,46 
(48,26-64,93) 

51,73 
(49,56-54,85) 

5/5 0,25 

56 0,02 
(0,01-0,04) 

0,03 
(0,03-0,08) 

5/5 0,04 60,80 
(52,44-74,39) 

50,00 
(48,54-70,96) 

5/5 0,10 

a – Fütterungsgruppe; b - Anzahl der untersuchten Proben; c - Anzahl der Proben mit positiven Wer-
ten; d - Signifikanz nach Mann-Whitney Test; e - Median (Minimum-Maximum)  
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Tab. A39: Ammoniumionen-Gehalt im Colon ascendens der Versuchsferkel 

Alter Kontrolle  
(N=5)b 

Probiotikuma 

 (N=5) 
nc Pd 

14 1,36e 
(1,02-1,98) 

1,17 
(1,10-1,38) 

4/3 0,72 

28 1,16 
(0,42-1,61) 

1,13 
(1,07-1,35) 

4/4 0,47 

31 0,60 
(0,37-0,87) 

0,59 
(0,26-0,66) 

5/5 0,33 

35 0,65 
(0,27-0,72) 

0,46 
(0,31-0,68) 

5/5 0,77 

56 0,30 
(0,25-0,49) 

0,37 
(0,26-0,56) 

4/5 0,47 

a – Fütterungsgruppe; b - Anzahl der untersuchten Proben; c - Anzahl der Proben mit positiven Wer-
ten; d - Signifikanz nach Mann-Whitney Test; e - Median (Minimum-Maximum)  
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