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Einleitung

1. Einleitung

Um die Verlustraten aufgrund von Durchfallerkrankungen in der Ferkelproduktion und
-aufzucht so gering wie moglich zu halten und um bessere Aufzuchtleistungen zu erzielen,
werden seit nahezu 50 Jahren Antibiotika in der Schweineproduktion eingesetzt (KYRIAKIS
et al., 1999). Antibiotika-Riickstinde in den Lebensmitteln tierischer Herkunft und zuneh-
mende Resistenz-Probleme sowie das neue Bewusstsein der Verbraucher, welches den Ein-
satz von Antibiotika zunehmend ablehnt, waren u. a. Griinde, die im Jahr 2006 zu einem ab-
soluten Verbot aller antibiotischen Leistungsforderer in der Tierproduktion seitens der EU-
Kommission fiihrten.

Um den Gesundheitsstatus der Jungtiere in der Schweineproduktion zu verbessern und um die
Produktionseffizienz zu erhohen, traten andere Additiva an die Stelle der Antibiotika, welche
direkt auf die Modifikation der intestinalen Flora ausgerichtet sind. U. a. finden Enzyme,
pflanzliche Futterzusatzstoffe, organische Siuren, seltene Erden, Pribiotika, Probiotika und
Synbiotika heute Einsatz in der Schweinfiitterung.

Besonders den Probiotika werden viele positive Einfliisse auf die Gesundheit zugesprochen,
sie erfreuen sich deshalb zunehmender Beliebtheit, nicht nur in der Tierfiitterung, sondern
auch in der Humanernihrung.

Ein Probiotikum wird als ,,lebender mikrobieller Futterzusatz‘“ definiert, der eine vorteilhafte
Wirkung auf den Wirtsorganismus hat, indem er dessen intestinales mikrobielles Gleichge-
wicht verbessert (FULLER, 1989).

Positive Wirkungen von Probiotika auf den Magen-Darm-Trakt sind seit langem beschrieben:
Neben den positiven Effekten bei Durchfallerkrankungen, Antibiotika-assoziierter Diarrhoe
(SIITONEN et al., 1990), infektios-bedingter Diarrhée vor allem durch Rotaviren bei Kin-
dern (HUANG et al., 2002) wurden Probiotika auch in der Allergie-Privention (atopische
Dermatitis) eingesetzt (KALLIOMAKI et al., 2001). Hinweise auf die Wirksamkeit von Pro-
biotika bei Reisediarrhoe, chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen, Morbus Crohn, Reiz-
darmsyndrom sowie bei Helicobakter pylori-bedingter Gastritis mehren sich (BORRUEL et
al., 2002; CINDORUK et al., 2007).

Die zugrunde liegenden Wirkungsmechanismen von Probiotika sind zum grofiten Teil noch
unbekannt. Neben einer positiven Modulierung der Darmflora, einer Verbesserung der Trans-
portmechanismen im Darmepithel und der Beeinflussung der Krypten- und Zotten-
Morphologie im Darm werden auch immunmodulatorische Eigenschaften als Wirkungsmog-

lichkeit postuliert.



Einleitung

Die vorliegende Arbeit ist Teil eines integrativen Projektes1 der Freien Universitit Berlin, an
dem mehrere Institute fachiibergreifend zusammen arbeiten, um die moglichen Wirkungsme-
chanismen von Probiotika aufzukldren.

Ziel dieser Arbeit war es, anhand eines Challange-Experiments mit Salmonella typhimurium
DT104 die Auswirkung einer probiotisch supplementierten Fiitterung mit dem Probiotikum
Enterococcus faecium NCIMB 10415 (SF68) auf die zellulire Immunitédt von Ferkeln zu un-
tersuchen.

Unter standardisierten Bedingungen wurde zu diesem Zweck das Futter von Sauen und Fer-
keln mit dem o. g. Probiotikum supplementiert. Im Alter von 28 Tagen wurden Ferkel eines
Wurfes mit einer definierten Menge an Salmonella typhimurium DT104 intragastral infiziert.
Proben aus Blut, Milz, Lymphknoten, Tonsillen, sowie aus anatomisch definierten Lokalisati-
onen im Darm wurden nach der Totung der Tiere entnommen. Aus diesen Proben wurden
jeweils die Immunzellen isoliert. Durch den Einsatz des Verfahrens der Durchflusszytometrie
war es moglich, die Anzahl und die Zusammensetzung der Immunzellen in jedem Organ zu

studieren und mit der einer Kontrollgruppe (ohne Probiotikum-Fiitterung) zu vergleichen.

! DFG-Forschergruppe (For 438): Integrative Analyse der Wirkungsmechanismen von Probiotika beim Schwein.



Literaturiibersicht

2. Literaturiibersicht
2.1 Darmkanal des Schweins

2.1.1. Anatomische Anordnung und Besonderheiten

Der Darmkanal setzt sich beim Schwein aus dem Diinndarm (Intestinum tenue), dem
Dickdarm (Intestinum crassum) sowie einem Afterkanal (Canalis analis) zusammen. Der
Diinndarm wird in drei anatomisch definierte Abschnitte unterteilt: den Zwolffingerdarm
(Duodenum), den Leerdarm (Jejunum), der der langste Abschnitt ist, und den Hiiftdarm
(Ileum), den kiirzesten Abschnitt. Beim Dickdarm unterscheidet man den Blinddarm
(Caecum), den Grimmdarm (Colon) und den Mastdarm (Rektum). Das Dickdarmkonvolut ist
im Vergleich zu anderen Saugetieren besonders angeordnet. Die Verldngerung des Colon
ascendens fiihrt zu einer spiralformigen Aufrollung mit zentripetalen und zentrifugalen
Windungen, die sich zum sog. Kolonkegel turbanartig auftiirmen (NICKEL, 1987). Der
Dickdarm dient der Nachfermentation enzymatisch verdauter Substanzen (SIMON et al.,
2001). Die abrupte Verengung des Kolonkegels in seinem unteren Teil fiihrt zu einem
Riickstau der Futtermassen und begiinstigt damit den langsam ablaufenden Zellulose-Abbau
(Abb. 2.1. Darmkanal des Schweins)

Das Schwein gehort zu den omnivoren Tieren. Seine Darmlénge betrdgt das 15-fache seiner
Korperlidnge und ist somit deutlich ldanger als bei den Carnivora.

Neben seiner Funktion als Absorptionsflidche fiir Nihrstoffe und Wasser (SCHWARZ, 1962;
SMOLLICH & MICHEL, 1992) fungiert der Verdauungskanal als eines der grofiten und

wichtigsten Organe der Inmunabwehr.

Rectum
Caecum
lleum Duodenum
: v \ﬁ‘ Ventriculus
Colon: Gyri &

centrifugales

Colon: Gyri
centripetales

Abb. 2.1 Schematische Darstellung des Darmkonvolutes des Schweins modifiziert nach
NICKEL & SCHUMMER (1987)
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2.1.2. Histologischer Aufbau des Darmkanals

Ungeachtet der verschiedenen funktionellen Aufgaben der einzelnen Darmabschnitte liegt der
Wandstruktur des Darms ein einheitlicher Bauplan zugrunde. Die innerste Schicht bildet die
Schleimhaut (Tunica mucosa), sie kleidet die Gesamtheit des Darmkanals lumenwirts aus. Ihr
liegt die lockere Tela submucosa auf, die die Schleimhaut von der Muskelhaut, (Tunica
muscularis) abgrenzt und groBe Lymph- und Blutgefdsse sowie den submucdsen
Nervenplexus (Meissnerscher Plexus) einschlieft. Die Tunica muscularis besteht aus einer
inneren Schicht zirkuldrer glatter Muskelfasern (Stratum circulare) und einer @uleren Schicht
longitudinaler, glatter Muskelfasern (Stratum longitudinale). Zwischen den beiden
Muskelschichten liegt der Auerbachplexus (Plexus myentericus) im elastischen Stratum
intermusculare eingebettet. Zur Bauchhohle hin wird die Darmwand von der diinnen Tunica

serosa bzw. der Tunica adventitia in serosafreien Korperteilen ausgekleidet. (Abb. 2.2)

Lamina epithelialis mucosae

Lamina propria mucosae Tunica

> mucosa
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Abb. 2.2 Histologischer Aufbau des Oesophagus nach MOSIMANN & KOHLER (1990)

Durch die Einfaltung der Darmschleimhaut bilden sich sog. Krypten oder Darmdriisen. Durch

Ausstiilpungen der Lamina propria mucosae bilden sich im Bereich des Diinndarmes sog.
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Zotten. Durch die Zotten- und Kryptenbildung wird eine erhebliche Oberflichenvergroerung
erreicht. Beim Schwein sind die Zotten im Duodenum als mittellang und dick, im Jejunum als
lang und diinn und im Ileum als kurz und diinn beschrieben (REITER et al., 2006). Die Linge
der Zotten und die Tiefe der Krypten hingen neben dem Alter der Tiere auch von der

Fiitterung ab (HALL et al., 1989; HAMPSON et al., 1986).

2.1.3. Darmkanal als Okosystem

Wihrend der embryonalen Phase ist der Fetus keimfrei (SCHULZE et al., 1978), aber schon
wihrend der Geburt kommt das Neugeborene mit den Keimen aus der Umwelt in Beriihrung.
Die Etablierung der gastrointestinalen Mikroflora erfolgt in Beziehung zur Umwelt (ROLLE
& MAYER, 2002). Vor allem Vaginalflora, Hautflora, Fikalmaterial, Milch, Zitzenkanal
sowie Kolostrum sind die Hauptquellen der Keime, die sich im Magendarmkanal des
Neugeborenen ansiedeln. Staphylokokken, Streptokokken, Corynebakterien,
Propionibakterien, Bifidobakterien und Hefen siedeln sich bereits wihrend der ersten
Lebensstunden an und bilden die sog. Erstflora (SMITH & JOHN, 1963), wihrend
Laktobazillen sich erst zu einem spiteren Zeitpunkt ansiedeln. Nachdem sich der pH-Wert im
Magen niedrig eingestellt hat, ca. drei Tage nach der Geburt, wird die Vermehrung der Coli-
Bakterien, Streptokokken, Mirkokokken wund Clostridien im Diinndarm unterdriickt,
zugunsten der Laktobazillen, die sich nun stark vermehren und zahlenmifig iberwiegen.
Durch die Produktion von Milchsdure helfen die Laktobazillen, den pH-Wert aufrecht zu
erhalten (WIEHLER, 1989). Ab einem Alter von vier Tagen sind ausreichend anaerobe
Bedingungen im Dickdarm erreicht, so dass die Ansiedlung von Bacteroides spp. erfolgt.
Eine stabile Darmflora baut sich auf. Diese Darmflora wird von Bakterien, Protozoen und
Hefen gebildet. Es wird geschitzt, dass iiber 400 Bakterienarten im Verdauungstrakt
vorkommen, wovon die meisten noch nicht bekannt sind. Im Magen von Schweinen gibt es
107 bis 10° Bakterien pro Gramm Mageninhalt, wobei die Laktobazillen dominieren. Die
Dichte der Mikroorganismen (Mikroorganismen pro Gramm Darminhalt) nimmt im Verlauf
des Verdauungstraktes zu. Wihrend im Diinndarminhalt ca. 10° bis 10’ Zellen pro Gramm
Trockenmasse enthalten sind, sind es ca. 102 Keime pro Gramm Trockenmasse im
Dickdarm. Entlang des Verdauungstraktes dndert sich auch die Zusammensetzung der
Mikroflora. Im vorderen Diinndarm dominieren funktionell Milchsdurebakterien, wiahrend die
Bakterien im Dickdarm vorwiegend den strikt anaeroben Bakterienarten angehoren (LESER,
2002). Es sind fast ausschlieBlich obligat anaerobe gramnegative und grampositive Bakterien

vorhanden. Zu diesen gehoren vor allem Arten der Gattung Bacteroides, Eubacterium,
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Bifidobacterium, Peptostreptococcus, Fusobacterium und Clostridium. Hierbei ist zu
beriicksichtigen, dass unser Wissen iiber die mikrobielle Besiedlung des Verdauungstraktes in
erster Linie auf der Analyse luminaler Proben basiert. Es ist aber bekannt, dass ein erheblicher
Teil der Bakterien mit der Darmschleimhaut assoziiert ist und in enger Wechselwirkung mit
ihr steht (SIMON et al., 2004). Dies erschwert wesentlich die Einschidtzung der tatséchlich

relevanten Besiedlung.

Tabelle 2-1 Gesundheitsfordernde Effekte der residenten Mikroflora im GI nach Berg (1996)

Antagonistische Beziehung Detoxifizierende Weitere gesundheitsfordernde
von Mikroorganismen Effekte auf Toxine Effekte
> Bakteriophagie » Deteoxifi- » Bildung von Vitamin K und
durch Protozoen, zierung von B-Komplex
Viren und Mykotoxin » Umwandlung von
Bakterien durch prakarzinogenen und
» Mpykophagie durch Bakterien karzinogenen Substanzen in
Protozoen (Acinetobacter nichtcarcinogene
» Antagonismus calcoaceticus) » Aufrechterhaltung der
durch Bakterien- und Protozoen Mukosabarriere und
interferenz » Detoxifizierung Darmperistaltik durch
» Kolonisationsresis- von Endotoxin Bildung von Energietrigern
tenz gegeniiber durch wie Buttersdure, Milchsédure
pathogenen Bdellovibrio und Glutamin
Mikroorganismen bacteriovorus » Stimulation des
» Nahrungskonkur- Immunsystems durch
renz immunogene Peptide
(Propionibakterien,
Eubakterien...)

2.2. Zelluliire Immunitiit
2.2.1.Wichtige Gewebe des Immunsystems

Milz, Lymphknoten, Tonsillen, darmassoziiertes Immunsystem

2.2.1.1. Milz

Die Milz, ein peripheres, sekundéres lymphatisches Organ, liegt im Abdomen und grenzt an
Magen, Zwerchfell, Pankreas und Colon, mit denen sie iiber Biander verbunden ist. Sie besteht
aus einem Geist verzweigter Gefdle, die mit lymphatischem Gewebe, der weillen Pulpa,
tiberzogen sind. Der Bereich der roten Pulpa, benannt nach ihren groBen, blutgefiillten
Gefilen, dient als Blutfilter zur Entfernung alter Erythrozyten durch Makrophagen der Milz

(Erythrophagozytose).
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Der Blutstrom wird durch die sog. Randzone an der weillen Pulpa vorbeigefiihrt, deren Zellen
fiir die immunologische Uberwachung des Blutes sorgen (MEBIUS & KRALL, 2005). Zwar
dhnelt der Bau der Milz dem der Lymphknoten, jedoch fehlen der Milz afferente
Lymphgefille, die Antigen iiber die Lymphe ins Organ transportieren. Antigen, das in der
Milz ankommt, stammt daher ausschlieBlich aus dem Blut (CRIVELLATO et al., 2004).

Die weille Pulpa ist kompartimentiert in die periarterielle Lymphscheide, die T-Zell-Region,
die dendritische Zellen enthilt, und in eine damit verzahnte follikuldre B-Zell-Region, in
deren Keimzentren sich B-Zellen vermehren, mit follikuldren dendritischen Zellen. Die
Randzone, welche die periarterielle Lymphscheide und Follikel umgibt, enthélt strategisch
giinstig positionierte Makrophagen und dendritische Zellen, die Antigene aus dem
durchflieBenden Blutstrom aufnehmen und durch die Nihe zu B- und T-Zellen eine adaptive
Immunantwort auslosen konnen. AuBerdem befinden sich in der Randregion ruhende B-
Zellen, die auch als antigenprisentierende Zellen fungieren konnen, sich aber von follikuldren
B-Zellen unterscheiden (MEBIUS & KRALL, 2005; VAN DEN EETEWEGH et al., 1992).
NK-Zellen kommen in der Milz hauptsdchlich in der roten Pulpa vor, bilden aber einen
geringen Lymphozytenanteil in dem Kompartiment der weilen Pulpa (VAN DEN
EETEWEGH et al., 1992).

Die Milz dient also einerseits zur Phagozytose von alten Erythrozyten, andererseits werden in
der Randregion auch pathogene Keime phagozytiert, die anschlieBend in der weillen Pulpa
adaptive Immunreaktionen auslosen, so dass antigenspezifische B-Zellen und damit
Antikorper, aber auch antigenspezifischen T-Lymphozyten gebildet werden (MEBIUS &
KRALL, 2005).

Die Milz des Schweins besteht aus verhiltnisméBig ausgewogenen Anteilen lymphatischen
Gewebes und Blutgewebe zur Blutspeicherung (HALEY et al., 2003). Bei Menschen besteht
die Milz aus einem weitaus hoheren Anteil an lymphatischen Gewebe und einem geringeren

Anteil Blutspeichergewebes.

2.2.1.2. Tonsillen

Die Rachengegend ist reich an Lymphzentren, die sich teilweise zu Tonsillen
zusammenlagern. Alle Tonsillen zusammen werden auch als lymphatischer (Waldeyerscher)
Rachenring bezeichnet (LOEFLER et al., 2002). Beim Schwein sind die Tonsilla veli palatini
und Tonsilla tubaria besonders gut ausgebildet. Gegen die Umgebung sind die Tonsillen

durch eine Bindegewebskapsel abgegrenzt. Sie besitzen zahlreiche Blutgefile aber nur
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efferente Lymphgefif3e. Die Noduli Ilymphatici der Tonsillen stehen in einer engen Beziehung
zum Oberflichenepithel, welches die innere Auskleidung bildet.

Die Lymphozyten durchwandern das Deckepithel und gelangen so in die unmittelbare Nédhe
der Oberfliache, wo sie Kontakt mit Antigenen aufnehmen konnen. In den Tonsillen bilden
sich dhnlich wie in den Lymphknoten, sekundidre Lymphfollikel aus. Die immunologischen
Funktionen der Tonsillen sind zahlreich. Durch die Tonsillen wandern Lymphozyten,
Zytokine und chemotaktische Molekiile, die eine schnelle Immunantwort ermdoglichen
(HORTE & YOON 2003). Die Produkte der Plasmazellen, die Antikorper, gelangen auf die
Schleimhautoberfldche und bieten so Schutz vor pathogenen Keimen.

Die Quantifizierung der Lymphozytensubpopulation innerhalb der Tonsillen des Schweins
wurde in zahlreichen Studien beschrieben. Je nach Alter und Immunstatus der untersuchten
Schweine waren die Angaben sehr unterschiedlich (BOEKER et al., 1999; SALLES &
MIDDLETON, 2000; TERZIC et al., 2002).

T-Lymphozyten machen etwa 75% aller in den Tonsillen vorhandenen Lymphozyten, B-
Lymphozyten weniger als 25% aus. Ca. 92% aller T-Lymphozyten setzten sich aus 2%
CD4+, 47% CD8+ oder 43% CD4+CD8+ und ca 8% dy-T-Zellen zusammen. (BOEKER et
al., 1999; SALLES & MIDDLEZON, 2000).

2.2.1.3. Blut

Die Vorldufer der Lymphozyten wandern wihrend der Fetalentwicklung aus den
blutbildenden Geweben (fetale Leber) in das Knochenmark ein, differenzieren sich dort
weiter aus, um wieder in den Blutkreislauf einzutreten. Aus Stammzellen entwickeln sich die
myeloische und die lymphatische Zelllinie. Ein Teil der Lymphozyten durchwandert den
Thymus, wo sie lernen, Selbst-Antigen und Fremd-Antigen zu unterscheiden (sog. Pragung)
(STAINES et al., 1994).

Unreife Thymozyten tragen keine oberfldchlichen Antigenrezeptoren. Auf dem Weg zur
Medulla des Thymus beginnen sie, diese zu exprimieren und migrieren dann als reife T-
Lymphozyten in den Blutstrom, in die Lymphbahn und in das periphere Lymphgewebe
(ABBAS et al., 1996). Lymphozyten im Blutstrom tendieren dazu, in zwei Populationen zu
segregieren: eine Gruppe zirkuliert zwischen dem Blutstrom und dem systemischen
lymphatischen Gewebe (Lymphknoten, Milz und Knochenmark); die andere Population
zirkuliert zwischen dem Blutstrom und den mukosalen lymphoiden Geweben (STRAW et al.,

1999).
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Die Angaben in der Literatur iiber die Zusammensetzung peripherer Blutlymphozyten-
Subpopulationen beim Schwein variieren. So wird die Gesamtzahl von Lymphozyten im Blut
mit 10”/ml Blut angegeben (BINNS et al., 1982). Davon sind 10-20 % B-Zellen, 40-70 % T-
Zellen , die E-Rosetten formen und 30-40 % Null-Zellen, die keine E-Rosetten formen (T-
Zellen lagern sich in Rosetten an Schaferythrozyten, bekommen damit eine hohere Dichte und
lassen sich mittels Ficoll-Dichtegradient von den restlichen Leukozyten trennen).

Die Gesamtheit der peripheren Blutlymphozyten setzt sich demnach zusammen aus of3-T-
Zellen, y8-T-Zellen und B-Zellen, sowie Zellen die weder B- noch T-Zellen sind und Natural-
Killer-Aktivitit zeigen (YANG & PARKHOUSE, 1996).

CD2 ist ein Adhasionsmolekiil, das LFA-3 bindet und von aktivierten T-Zellen und Natural
Killer exprimiert wird (PESCOVITZ et al., 1984; PESCOVITZ et al., 1998). In einer Studie
zur Phenotypisierung porziner Lymphozytenoberflichenmarker konnte gezeigt werden, dass
sich CD2 nicht als Pan-T-Zellmarker eignet, da CD2 auch von NK- und B-Zellen exprimiert
wird, CD3 kann hingegen als Pan-T-Zellmarker verwendet werden. CD3 ist ein Teil des
Rezeptors der T-Zellen und wird auf die T-Zellen wihrend aller Entwicklungsstadien
exprimiert. Daher eignet sich CD3 als Pan-T-Zellmarker (YANG & PARKHOUSE, 1996).
Die weitere Differenzierung der Lymphozytensubpopulation im Blut von vier Wochen alten

Schweinen nach YANG & PARKHOUSE (1996) ist in der folgenden Tabelle dargestellt.

Tabelle 2-2 Lymphozytensubpopulationen: Prozentualer Anteil an Gesamtlymphozyten (nach
YANG & PARKHOUSE, 1996)

Lymphozytensub- Prozentualer Anteil an
populationen Gesamtlymphozyten
afp-T-Zellen ( CD2+) 12+ 3,7
CD4+CD8- 2,1 0,9
CD4+CD8§"" 2,2 %14
CD4-CD8™" 3,714
CD4-CD§"#" 41,5
07-T-Zellen 23,9+ 6,5
CD2+CD**" 2,241
CD2+CD8- 1+ 1
CD2-CD8- 20,7+ 5
NonT- Non B-T-Zellen 31,7 £12
CD2+CD8 " 27,7 13,3
CD2+CD8- 2,3 +1,7
CD2-CDS8- 1,8 =1
B-Zellen 32,4+12,8
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Im Vergleich zu anderen lymphatischen Strukturen wie z B. Milz oder Lymphknoten, sind im
Blut weniger af-T-Zellen und mehr dy-T-Zellen zu finden. Die Zahl der af-T-Zellen nimmt
mit dem Alter zu, der Anteil an dy-T-Zellen bleibt gleich und die Anzahl der NK-Zellen
nimmt ab. Ahnliche Tendenzen wurden in anderen Studien beschrieben (SOLANO-
AGUILAR et al., 2001; BOEKER et al., 1999).

Eine Besonderheit des Schweins stellt der relativ hohe Anteil an CD4"CD8" Zellen dar. Diese
besondere Population wird als Resultat extrathymischer, Antigen-abhingiger Reifung
angesehen (SAALMULLER et al., 2002). Es wurde bewiesen, dass CD4'CD8"-Zellen
sensibilisierte Memory-T-Helferzellen sind, die das CD8 auch nach Riickbildung zu kleinen
T-Lymphozyten weiterhin exprimieren (SAALMULLER et al., 1987; ZUCKERMANN &
HUSMANN, 1996). Mit der zunehmenden Differenzierung von Leukozytenoberfldchen-
antigenen und der Verfiigbarkeit von Detektionsantikdrpern (Nachweisantikorpern) kdnnen
weitere Subpopulationen unterschieden werden. Beim Schwein werden so zytotoxische CD4”
CD8"-T-Lymphozyten anhand der CD5-Expression in zwei funktionell unterschiedliche
Gruppen unterteilt. CD4CD5CDS8", die spontane zytolytische Aktivitit gegeniiber
Tumorzellen zeigen, wihrend die zytolytische Funktion von CD4 CD5'CD8* von der
Antigenprisentation durch MHC-Molekiile abhiingt (SAALMULLER, 1994).

2.2.1.4. Lymphknoten

Lymphknoten im Mesenterium des Diinndarms (mesenteriale Lymphknoten, MLK) sind die
groBten Lymphknoten des Korpers und gehoren ebenfalls zur Induktorregion des lymphoiden
Gewebes der Darmwand (GALT, gut associated lymphoid tissue).

Anatomisch unterscheiden sich die Lymphknoten des Schweins von denen des Menschen
durch eine Invertierung, d.h. die Lymphe flieBt ins Zentrum des Knotens und verlisst ihn iiber
efferente GefiBle auf der Kapseloberfliche. Lymphozyten verlassen die Lymphknoten {iber
das venose Blut, so dass sich im Vergleich zum Menschen mehr Lymphozyten in der
Blutzirkulation als in der Lymphe authalten (BINNS, 1982; BUTLER et al., 1996; HALEY
et al., 2003). (Abb. 2.3)

Sie nehmen Antigen von dendritischen Zellen (DC) auf, die von den Peyerschen Platten (PP)
oder aus der Lamina propria iber die Lymphdrainage zu MLK gelangen, wodurch
Lymphozyten der MLK aktiviert und differenziert werden. Dendritische Zellen induzieren in
MLK hauptsédchlich eine Th2-Antwort und induzieren so die Bildung von regulatorischen T-

Zellen (Tr-Zellen).

10
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Abb. 2.3 Schematischer Aufbau eines Lymphknotens modifiziert nach GERSHWIN &
KRAKOWKA (1995)

In MLK wird wie in PP auch die Bildung von IgA angeregt (MOWAT, 2003; NEWBERRY
& LORENZ, 2006). Mit Antigen beladene dendritische Zellen konnen die MLK nicht
verlassen, so dass die MLK eine Barriere fiir den Antigeniibertritt zwischen lokalem und
systemischem Immunsystem darstellt (MACPHERSON et al., 2005). Gleichzeitig verkniipfen
MLK die Effektorregion des GALT mit dem systemischen Immunsystem. Beim Schwein
gelangen die differenzierten Lymphozyten iiber spezialisierte Venulen in die Blutbahn
(BENNL & HUSBAND, 1981; BINNES & PABST, 1988). Von dort aus wandern die im
Darm aktivierten und differenzierten B- und T-Lymphozyten wieder in den Darm zuriick
(Prozess des ,,homings*), wo sie sich in speziellen Effektorbereichen ansiedeln und ihre
Effektorfunktionen ausiiben. Das ,homing* der im Darm geprigten Lymphozyten erfolgt
durch die Interaktion des Integrins a4P7 (das ausschlieBlich auf diesen, nicht aber auf
peripher induzierten Lymphozyten exprimiert wird) mit MAdCAM 1 (mucosal addressin cell-
adhesion molecule 1), das speziell auf Gefidlen mucosaler Oberflichen vorkommt (MOWAT
et al., 2003).

11
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2.2.1.5. Das darmassoziierte Immunsystem

Das Schleimhautimmunsystem (mucosa-associated lymphoid tissue, MALT) wird nach seiner
anatomischen Lokalisation benannt (BIENENSTOCK et al.,, 1978). Das mucosale
Immunsystem des Darms (gut-associated lymphoid tissue, kurz GALT) und das mucosale
Immunsystem der Atmungsorgane (bronchus-associated lymphoid tissue, BALT) stellen zwei
sehr wichtige Komponente des Schleimhautimmunsystem, welche miteinander interagieren
(NICANDER et al., 1991; JANEWAY & TRAVERS, 1995) und eine bedeutende Barriere
gegen fremdes Antigen darstellen.

GALT und MALT bilden den komplexesten Teil des Immunsystems und umfassen beim
Menschen ca. 400 m® Oberfliche und somit eine 200mal groBere Fliche als die Haut.
AuBerdem enthilt das GALT mehr Lymphozyten als die ganze Peripherie des Immunsystems
zusammen, wobei 60 % aller Lymphozyten auf den Darm entfallen (GIRRBACH et al.,
2000).

Das darmassoziierte Immunsystem unterscheidet sich vom systemischen Immunsystem durch
seine Kompartimentierung in Induktor- und Effektorbereiche (MACDONALD &
MONTELEONE, 2005). In Gebieten der Immuninduktion werden naive Lymphozyten durch
Antigen, das von mucosalen Oberflichen aufgenommen wurde, stimuliert und somit eine
Immunantwort ,,induziert (BRANDTZARG & PABST, 2005). Zur Induktorregion gehort
das organisierte lymphatische Gewebe der Peyerschen Plaques (PP) und die Lamina propria.
Oberhalb der Basalmembran, eingebettet in das Darmepithel, liegen die so genannten

intraepithelialen Lymphozyten (IEL). (Abb. 2.4)

12
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Abb. 2.4 Schema zur Struktur der Diinndarmschleimhaut mit intraepithelialen Lymphozyten
nach MOSIMANN & KOHLER (1990)

2.2.1.5.1. Die intraepithelialen Lymphozyten (IEL)

IEL stellen eine besondere Effektorpopulation dar, mit ca. 80% T-Lymphozyten-Anteil.
Ungefihr jede vierte bis sechste Zelle im Epithel ist ein intraepithelialer Lymphozyt (IIMA
et al., 2001). IEL sind mit benachbarten Enterozyten iiber das Integrin aef37 und iiber dessen
Liganden E-Cadherin verankert. Aufgrund der Linge des Darms bilden IEL die grofte
Lymphozytenpopulation des Korpers. Sie sind die Zellen des GALT, die wegen ihrer Lage
am Darmlumen direkt und schnell mit Bakterien und Nahrungsmittelantigenen in Kontakt
kommen.

Anders als CD8-af-Lymphozyten der Peripherie gehoren IEL teilweise zum homodimeren
CD8-aa-Typ. Dartiber hinaus exprimieren 10-15% der intraepithelialen T-Lymphozyten den
vo-T-Zellrezeptor. Die Differenzierung dieser Zellen lauft teilweise auch auflerhalb des
Thymus, wahrscheinlich im Epithel ab (MOWAT & VINEY, 1997). Sie verhalten sich
anergisch, proliferieren daher kaum auf klassische Stimulation durch Antigen oder Mitogen,

schiitten aber Zytokine, v. a. des Th1-Typs aus (ABREU-MARTIN & TARGAN, 1996).

13
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Die beiden Polypeptidketten des v6-T-Zellrezeptors besitzen andere
Antigenerkennungseigenschaften als die af-Polypeptidketten. Im Darmepithel variiert der
Anteil der 8" Zellen zwischen 10 und 20% (YANG & PARKHOUSE, 1997), ca 50% der y&"
Zellen im Epithel sind CD8'CD4 " doppelt-negative Zellen (THIELEKE et al., 2003), diese
konnen Antigen nicht im klassischen MHC-Kontext erkennen. Moglicherweise reagieren sie
jedoch auf genetisch konservierte Signale wie Hitzeschockproteine oder Lipidantigene von
Bakterien. Sie reagieren aber auch auf nicht-klassische MHC-Molekiile wie MICA/ MICB,
die auf geschiddigten Epithelzellen vorkommen (ABREU-MARTIN & TARGAN, 1996;
KABELITZ et al., 2005).

Die konstitutive zytolytische Aktivitit der CD8*-IEL beschrinkt sich fast ausschlieBlich auf
NK-dhnliche, wahrscheinlich Fas-vermittelte Zytotoxizitidt, so dass sie fiir eine schnelle
Verteidigung gegeniiber infizierten und transformierten Epithelzellen sorgen.

Aufgrund dieser Eigenschaften spielen IEL eine besondere Rolle bei der Aufrechterhaltung
der epithelialen Barriere auch durch ihre Wirkung bei der Wundheilung des Darmepithel nach
Verletzungen (KABLITZ et al., 2005; MACDONALD et al., 2003). Sie wirken bei der
Immunregulation im Darm mit und sind bei der Aufrechterhaltung der oralen Toleranz von
groBBer Bedeutung.

Neben T-Lymphozyten finden sich im Epithel kaum B-Zellen, Plasmazellen oder
Makrophagen (MACDONALD, et al., 2003).

Neben ihrer Funktion in der Verdauung und Absorption von Nihrstoffen haben die
Epithelzellen gewisse Immunfidhigkeiten, sie konnen z. B. Chemokine und Zytokine
freisetzen, falls sie durch Pathogene befallen sind. Dadurch werden inflammatorische Zellen
an den Infektionsherd gelockt. AuBlerdem tragen sie durch ihre Zytokin-Synthese auch zur
Differenzierung von Effektorzellen bei (Lamina propria, 1IEL) bei (MOVAT et al., 2003;
NAGLER-ANDERSON, 2001).

Neben M-Zellen sind auch Epithelzellen an der Antigenprisentation beteiligt, entweder
zusammen mit MHC I-Molekiilen oder iiber nicht-klassische MHC-Molekiile wie CD1. Da
intestinale Epithelzellen keine co-stimulatorischen Molekiile exprimieren, wird in den
aktivierten CD4'-T-Lymphozyten Anergie ausgeldst. Epithelzellen dienen hingegen
zytotoxischen CD8'-IEL als akzessorische Zellen. Damit sind sie entscheidend bei der
Signaltransduktion zu darunter liegenden Immunzellen beteiligt (ABREU-MARTIN &
TARGAN, 1996; MOWAT et al., 2003; MOWAT & VINEY, 1997).

14
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Durch die direkte Nihe zu Iluminalen Antigenen, die aus Nahrungsmitteln und
Mikroorganismen stammen, steht das GALT unter der hochsten Antigenlast im Korper. Es
muss zwischen harmlosem und pathogenem Antigen (potentiell invasiven Organismen)
unterscheiden konnen (MOWAT et al., 2003). Lebensmittelantigene erzeugen beim gesunden
Individuum ,,orale Toleranz®, d.h. sie werde vom Darmimmunsystem als harmloses Antigen
erkannt und 16sen daher weder im Darm, noch in der Peripherie eine Abwehreaktion aus. Die
Mechanismen der Toleranz sind komplex. Sie beruhen darauf, dass antigenspezifische T-
Zellen zerstort werden oder anergisch werden (ABREU-MARTIN & TARGAN, 1996). Ein
Hauptmechanismus der oralen Toleranz ist die aktive Immunsuppression durch eine
bestimmte Population der T-Zellen, so genannte T-Supressor-Zellen (IIJIMA et al., 2001;
NAGLER-ANDERSON, 2001; NEWBERRY & LORENZ, 2006).

Im Gegensatz zu Nahrungsmittelantigenen erzeugen Mikroorganismen der Darmflora keine
systemische Toleranz. Sobald sie die Barrieren des Darms iiberschreiten und in die Peripherie
gelangen, induzieren sie eine Immunantwort. Lokal im Darm wird durch die
Mikroorganismen daher eher immunologische Ignoranz erzeugt (MACDONALD &
MONTELEONE, 2005).

2.2.1.5.2. Die Lamina propria

Als lose, aber organisierte Schicht stellt die Lamina propria eine der Effektorregionen des
GALTs dar. T-Lymphozyten der Lamina propria sind hauptsichlich CD4"-Th-Zellen vom
Gedachtnis-/ Effektortyp, welche die IgA-Produktion der Plasmazellen (30-40% aller
Lymphozyten in Lamina propria) unterstitzen (ABREU-MARTIN & TARGAN, 1996;
MACDONALD, 2003; MOWAT et al., 2003).

In der Lamina propria befinden sich auch dendritische Zellen, die mit Hilfe ihrer Fortsitze
durch tight junctions hindurch (ohne Beeintriachtigung der Barrierefunktion des Epithels)
Antigen aus dem Lumen aufnehmen konnen und dies den Lymphozyten der Lamina propria
prasentieren (ALAKOMI et al., 2005; MOWAT, 2003; STAGG et al., 2004). In der Lamina
propria sind zytotoxische aktive Lymphozyten hauptsichlich NK-Zellen, weniger CD8*-Tc-
Lymphozyten (ABREU-MARTIN & TARGAN, 1996).

2.2.1.5.3. Die Peyerschen Platten und ihre immunologische Funktion
Die Peyerschen Platten (PP) wurden erstmals 1677 von dem Anatomen Conrad Peyer
beschrieben. Es handelt sich hierbei um makroskopisch erkennbare lymphatische Aggregate

in der Tela submucosa , die beim Schwein auf der antimesenterialen Seite des Darms zu
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finden sind (PABST et al., 1988; PABST & BINNS, 1989a). Die Lymphfollikel erreichen in
der Regel das Darmepithel und wdlben dieses kuppelartig in das Darmlumen vor (Follikel-

assoziiertes Epithel (FAE); (NEUTRA et al., 1987) (Abb. 2.5)

Follikelassoziiertes
Epithel (FAE)

Dome

High endothelial venules

Interfollikulire Zone

Keimzentrum

Abb.2.5 Schematischer Aufbau einer Peyerschen Platte nach PABST (1988)

Diese Ansammlungen von Lymphfollikeln (Noduli lymphatici aggregatii) weisen strukturelle
Ahnlichkeiten wie in den Lymphknoten auf (Abb.2.3.). Makroskopisch kénnten die im
Diinndarm des Schweins vorhandenen Peyerschen Platten in zwei Formen unterteilt werden:
Im Duodenum und Jejunum liegen sporadisch zahlreiche kleine Peyersche Platten vor, sog.
diskrete proximale PP, auch jejunalen PP genannt. Im distalen Teil des Jejunums und im
Ileum ist eine lange durchgehende, streifenformige Peyersche Platte vorhanden, welche sich
tiber das Ostium ileale ins Colon hinein erstreckt und ca. 15% der gesamten Diinndarmlidnge
einnimmt (BINNS & PABST, 1994; KARARLI, 1995), die auch distale PP bzw. ileale PP
genannt wird (POHLENZ et al., 1987; UHR et al., 1993).

Wiihrend die Lage der proximalen PP ein Leben lang unverédndert erhalten bleibt, variiert ihre
Anzahl individuell mit dem Alter. SAHLENDER (1989) untersuchte Hausschweinfeten 20
und 10 Tage vor der Geburt (n=10) und gab eine mittlere Anzahl der prox. PP von 17,6 bzw.
17,8 an. Bei neugeborenen Tieren ermittelte er 13 und bei 10 Tage alten Ferkeln 23 PP. Die

Variationsbreite der ermittelten Plattenanzahl lag zwischen 11 und 27. Bei einer Woche alten
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Ferkeln (n = 6) geben INOUE und SUGI (1978) eine Anzahl von 19,3 PP an, bei 2 Wochen
alten Tieren sind es 24. In weiteren Untersuchungen ermittelten sie bei 3 Wochen alten
Ferkeln 27, bei 4 Wochen alten 25,7 sowie bei 6 Wochen alten Tieren 27,7 PP im Diinndarm.
Die GroBe der proximalen PP ist auch sehr variabel, sie reicht von wenigen Millimetern bis
ca. 11 cm. Sie nehmen etwa 2,5% der Jejunalschleimhaut ein (SAHLENDER et al., 1989).
Die Lage der ilealen PP ist immer antimesenterial (Uhr et al., 1993). PP sind beim Schwein
zum Zeitpunkt der Geburt vorhanden (CHAPMAN et al., 1974).

Die GroBe der PP hingt maBgeblich von verschieden Faktoren, insbesondere von den
Haltungsbedingungen und der Keimexposition ab. Bei konventionell gehaltenen Tieren z.B.
verdreifachte sich die Lénge der proximalen und distalen PP von der Geburt bis zum 38.
Lebenstag, wihrend sich bei keimfrei gehaltenen Tieren die Linge der ilealen PP verdoppelte
und es zu keiner Langenzunahme der proximalen PP kam (PABST et al., 1989b).

Die Auseinandersetzung mit den fremden Antigenen ist anscheinend nicht nur fiir die Grof3e
der PP wichtig, sondern beeinflusst ebenfalls die zellulire Zusammensetzung innerhalb der
PP. Bei konventionell gehaltenen Schweinen iiberwiegen B-Lymphozyten in den PP, wihrend
bei den keimfrei gehaltenen Tieren mehr T-Lymphozyten vorhanden sind (ROTHKOTTER &
PABST, 1989). Die ileale PP ist bei dlteren Tieren nicht mehr vollstindig vorhanden, da sie
einer Altersinvolution unterliegt. Diese Riickbildung beginnt (bereits im Alter von zwei
Jahren) bevor das Wachstum der PP endet, so dass Reste der ilealen PP als verstreute
Solitirfollikel zuriickbleiben (SAHLENDER et al., 1989). Untersuchungen bei drei bis fiinf
Jahre alten Schweinen zeigten, dass die ileale PP bis auf einige Follikelaggregationen
zuriickgebildet war (UHR et al., 1993).

Die mikroskopische Grundstruktur der Peyerschen Platten beim Schwein weist den gleichen
Aufbau auf wie bei anderen Sdugetieren (POSPISCHIL et al., 1989) und lidsst sich in vier
Bestandteile unterteilen. Da die PP keine afferenten Lymphginge besitzen, die sie mit
Antigen versorgen konnten, geschieht die Antigenaufnahme durch das Follikel-assoziierte
Epithel (MOWAT et al., 2003: NAGLER-ANDERSON, 2001; NEWBERRY & LORENZ,
2006). Das Follikel-assoziierte Epithel enthilt aus Epithelzellen differenzierte, spezialisierte
M-Zellen, an deren apikaler Seite die fiir Enterozyten charakteristische Biirstensaummembran
und die Mucusschicht fehlt. Anstelle von Mikrovilli finden sich Einfaltungen (microfolds)
(MOWAT, 2003; NAGEL-ANDERSON, 2001; NEWBERRY & LORANZ, 2006; SPAHN &
KUCHARZIK, 2004). Die M-Zellen nehmen aus dem Darmlumen Antigene iiber Endozytose
auf, schleusen diese durch ihr Zytoplasma und geben sie durch Exozytose an die darunter

liegenden subepithelialen dendritischen Zellen ab, die entweder zur benachbarten T-Zell-
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Region oder zu B-Zell-Follikeln im Plaque migrieren und dort naive Lymphozyten
stimulieren, oder sie gelangen iliber die Lymphdrainage zu mesenteriellen Lymphknoten, wo
sie eine primédre Immunreaktion induzieren (NEWBERRY & LORENZ, 2006; NEUTRA et
al., 1996; WEYRAUCH & SMOLLICH, 1998). Im Bereich zwischen Epithel und PP, der
subepithelialen Domregion (SED), befinden sich Makrophagen und dendritische Zellen.
Diese Zellen nehmen das Antigen auf, verarbeiten es gemif ihrer Funktion als Antigen-
prasentierende Zellen (APC) und présentieren es den naiven T-Zellen in der interfollikuldren
Region (IFR) IWASAKI & KELSALL, 2000).

Dendritische Zellen der PP polarisieren antigenspezifische T-Zellen vornehmlich zur Th2-
Zytokinproduktion (IL-4, IL-10), wodurch auch Tr-Zellen generiert werden (NEWBERRY &
LORENZ, 2006). Durch die Stimulation der B-Zellen wird die mucosale
Antikorperproduktion angeregt (MOWAT, 2003; NEWBERRY & LORANZ, 2000).

Die Lymphozyten aus den Peyerschen Platten rezirkulieren aus dem Blut in die Schleimhéute
des Gastrointestinaltrakts, des weiblichen Genitaltrakts, des Atmungstrakts sowie in die
Trinen-, Speichel- und Milchdriisen (ROUX et al, 1977; BIENENSTOCK &
MCDERMOTT, 1978).

Die PP sind ein wichtiges lymphatisches Organ des Organismus, da iiber den oralen Weg die
meisten Antigene aufgenommen werden. Sie sind der Ort, an dem das Immunsystem {iber die

Toleranz gegeniiber Antigenen aus Nahrungsbestandteilen oder iiber die Immunantwort

gegeniiber pathogenen Antigenen entscheidet.

2.3. Differenzierungsantigene des Schweins

Funktionell unterschiedliche Zellen exprimieren unterschiedliche Proteine. Die
immunphénotypischen Proteine an der Oberfldche oder im Inneren der Zellen werden genutzt,
um die Zellen biochemisch und funktionell zu ordnen und zu Clusters of Differentiation (CD)
zusammenzufassen. Einige CD-Molekiile haben Rezeptoren- oder Signalfunktionen, dariiber
hinaus spielen manche eine zentrale Rolle bei der Zell-Zell-Interaktion und Adhision
(ABBAS et al., 1996). Man verwendet Antikdrper gegen diese Antigene, um
Lymphozytenpopulationen und deren Differenzierungs- oder Aktivierungsgrad zu
unterscheiden, wobei nicht jedes Differenzierungsantigen eine CD-Nummer erhilt, hierfiir
muss sein Molekulargewicht bekannt sein, und es muss von mindestens zwei verschiedenen
monoklonalen  Antikorpern (mAK) erkannt werden (BODMER et al., 1984;
SCHLOSSMANN et al., 1994).
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Stimmen die CD-Molekiile des Schweins mit den humanen CD-Molekiilen in ihren
Eigenschaften weitgehend iiberein, werden sie analog zu den entsprechenden humanen CD
benannt (LUNNEY & PESCOVITZ, 1987). Die Bezeichnung SWC (swine leucocyte
workshop cluster) wird hingegen angewendet, wenn ein Oberfldchenantigen keine Analogie
zu dem entsprechenden humanen Molekiil aufweist (LUNNEY, 1993; BOEKER et al,. 1999).

Der erste monoklonale Antikorper gegen porcine Leukozytenmarker war 1984 erhiltlich

(PESCOVITZ et al., 1984). Im Folgenden sind verschiedene Differenzierungsantigene, sofern

sie fiir diese Arbeit relevant sind, tabellarisch aufgefiihrt:

Tabelle 2-3 Differenzierungsantigene des Schweins (Quelle: http://eis.bris.ac.uk)

(151]3 Expression auf (u. a.) Bekannte Funktionen Referenz
Monozyten,Granulo- Antigenprisentation an T- . )
wCD1 | zyten, T-Zellen, NK- Zellen: Mogliche Rolle bei der PDeSCOVItZ et al., 1981}’
o enham et al., 1994,
Zellen Erkennung von Lipiden
CD3 T-Zellen (alle Stadien) Peptlde{ MHC—Antlgep - Bin- Pescovitz et al., 1998b
dung, Signaltransduktion
Corezeptor fiir MHC II Pescovitz et al., 1984;
Helferfunktion bei der Pescovitz et al., 1990;
CD4 | T-Helfer Lymphozyten Antigenerkennung Pescovitz et al., 1985;
Pescovitz et al., 1998;
Saalmiiller et al., 2001
T—Zellep (mit Corezeptor fur MHC I Jonjic et al., 1984,
zytotoxischen/sup- Helferfunktion bei der Saalmiiller et al. 1994
CD8q | Pressorischen Antigenerkennung Yang et al., 1997
Aufgaben) Zuckermann et al., 1998;
Tymozyten Saalmiiller et al., 2001
CDS Zytotoxische Eoigzefptolit.fur II\J/IH((; I Yang et al., 1997,
B T-Zellen © 'er uhxtion bet det Saalmiiller et al., 2001
Antigenerkennung
aM-Untereinheit des Integrins
CR3 (Teil des CD18). Bindet Haverson et al., 1994
Eosinophile CD54 und Petruzzelli, 1995;
CD11R1 | Teil der Neutrophilen | Komplementproteine iC3b, Kumagai et al., 1995
Teil der NK vermittelt die Adhésion und
Extravasation von Monozyten
und neutrophilen Granulozyten
Rezeptor fiir den Komplex aus
Lipopolysaccharid (LPS) und | Datoetal., 1992
CDh14 . . Haverson et al., 1994
Granolozyten Lipopolysaccharid-bindendem .
M Protein (LBP). Rolle bei d Dominguez et al., 1998
onozyten rotein (LBP). Rolle bei der Summerfield et al., 1997;
Clerance von gramnegativem Thacker et al.. 2001
Pathogen
CD16 Granulozyten Bestandteil des niedrigaffinen | Kim et al., 1997
Blutlymphozyten Fc-Rezeptor FeyRIIL Sweeney et al., 1996
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Monozyten,NK Vermittelt Phagozytose und
ADCC sowie
Signaltransduktion an NK
Granolozyten B>-Untereinheit der Integrine,
Monozyten bindet an CD11a, CD11b,
CD18a | T-Zellen vermittelt Zell-Zell- und Zell- Denham et al., 1998
Periphere B-Zellen Matrix-Adéhsion
NK-Zellen
Rezeptor fiir
Komplementproteine C3d.
Bildet zusammen mit CD19
B-Zellen: Aktivierte und CD81 einen Corezeptor fiir gzzgiiz?f 12909081
CD21 | und zirkulierende B-Zellen. Involviert in der B- ’
Zellen Proliferation und
Aktivierung
a-Kette des niedrigaffinen IL-
Aktivierte 2-Rezeptors. gzﬁlela?tztl al.l, 9199298
CD25 | Lymphozyten Induziert die Aktivierung und Koku}llm et al.. 2000
(T- und B-Zellen) Proliferation von T-Zellen in Sinkora et al.,’ 2001
Verbindung mit CD122
Granulozyten Tyrosinphosphatase Zuckermann et al., 1994;
CD45 Monozyten Erhoht die Signalvermittlung Schnitzlein et al., 1998;
T- und B-Zellen von B- und T-Zellen Zuckermann et al., 1998;
(naive) Zuckermann et al., 2001
CD45 Aktivierte CD8+T- . Zuckermann et al., 1994;
RA Zell.el? Isoform von CD45 mit A-Exon | Zuckermann et al., 1998;
Aktivierte B-Zellen Zuckermann et al., 2001
MHC I Alle kernhaltigen Antigenerkennung in Pescovitz et al., 1984
Zellen Verbindung mit CD8 Brodersen et al., 1998
Saalmuller et al., 1989
TeR1 ‘ Davis et al., 1998
(6 Kette) v6-T-Lymphozyten u. a. Zelllysis, Schuberth et al., 1998
Yang et al., 1998
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2.4. Salmonellen

2.4.1. Mikrobiologische Einordnung der Salmonellen

Salmonellen gehoren zur Familie der Enterobacteriaceae. Die typischen Eigenschaften sind
ein gramnegatives Férbeverhalten, Beweglichkeit und Glukoseverwertbarkeit. Die 2-3 pm
langen, plumpen Stibchen der Gattung Salmonella werden aufgrund ihrer Korper-(O)- und
Geifel-(H)-Antigene nach dem Kaufmann-Withe-Schema eingeteilt und anhand dieser
Seroformel als Serovare deklariert. Eine besondere salmonellenspezifische, biochemische
Leistung ist die Bildung von Schwefelwasserstoff bei gleichzeitiger Unfahigkeit, Laktose
abzubauen (ROLLE & MAYER, 2002).

Die Widerstandsfdhigkeit der Salmonellen ist auBerordentlich hoch. In  proteinreichen
Medien (>10 mg/ml) und vorhandenem Sauerstoff konnen diese mehrere Jahre iiberleben.
Gegentiber iiblichen Desinfektionsmitteln reagieren Salmonellen aber empfindlich, solange
sie nicht von Schmutzbestandteilen (vor allem Proteinen) eingehiillt werden (SELBITZ et al.,

1995).

2.4.2. Pathogenese der Salmonelleninfektion

Die Infektion der Nutztiere mit Salmonellen erfolgt in der Regel auf fdkal-oralem Weg.
Salmonellen, die das saure Milieu im Magen unbeschadet {iberlebt haben, heften sich an die
Diinndarmschleimhaut an und vermehren sich in den Krypten des Epithels (SELBITZ et al.,
1995). Der weitere Verlauf der Infektion hdngt vor allem von folgenden Faktoren ab: I.
Resistenzlage des infizierten Individuums, II. Pathogenitit und Virulenz des

Infektionsstammes, III. Hohe der Infektionsdosis (ROLLE & MAYER, 2002).

2.4.2.1. Die Resistenzlage des Individuums gegeniiber Infektionserregern

Die Resistenzlage des Individuums gegeniiber Infektionserregern ist abhéngig von
verschiedenen biotischen und abiotischen Umweltfaktoren, die zur Immunsuppression fiithren
konnen [Parasitenbefall, ,,Crowding* (Stress durch Ein- und Umstallen), Erregeranhdufung
durch hohe Tierzahlen, schlechtes Klima, unhygienische Stallverhiltnisse, Belastung des
Futters durch Fusarien- und Aflatoxine]. Resistenzmindernde Faktoren sind von besonderer
Bedeutung bei der Ausprigung der latenten Salmonellose, die zurzeit das Hauptproblem in

den Bestinden der landwirtschaftlichen Nutztiere bildet.
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2.4.2.2. Die Pathogenitit der Salmonellenserovare
Sie ist umso hoher, je stirker die Anpassung der Salmonellen an eine bestimmte Tierart ist.
Die Erreger der tierartspezifischen Salmonellosen sind fiir die entsprechende Tierart hoch

pathogen, fiir andere Tierarten in der Regel nicht.

Tabelle 2-4 Einteilung der Salmonellen nach Wirtsanpassung (ROLLE & MAYER, 2002)

Angepasst

Angepasst an

Keine Anpassung an
bestimmte Tierart,

Keine Anpassung an
bestimmte Tierart

an Menschen be‘stimmte aber z. T. nicht invasiv
Tierarten e
Invasivitiit
S. dublin Rind
S. abortusovis Schaf
S. typhi S. enteritidis Mehr als 2000
S. abortus equi Pferd Seorovaren
S. paratyphi S. typhimurium
S. cholerasuis Schwein

S. gallinarum-pullorum Huhn

Gesunde Individuen miissen hohe Erregermengen (10° Keime) aufnehmen, damit sich eine
Salmonellose entwickeln kann. Bei empfinglichen Individuen (immunschwache und sehr
junge oder sehr alte Tiere) reichen aber kleinere Erregermengen (100 Keime) aus, um eine
Salmonellose auszuldsen (ROLLE & MAYER, 2002).

Der Mensch infiziert sich in der Regel oral iiber kontaminierte Lebensmittel. Die primére
Infektionsquelle sind insbesondere von Gefliigel (Fleisch und Eier), Rindern und Schweinen
stammende Lebensmittel, wobei die Tiere in den seltensten Fillen klinisch erkrankt waren.
Die Infektionsdosis fiir den Menschen liegt bei 10*bis 10° Keimen pro Individuum. Wenn sich
Salmonellen in stark fetthaltigen Lebensmitteln befinden, sind jedoch Erkrankungen bereits
bei Infektionsdosen unter 100 Keimen beobachtet worden. Salmonellen werden in fettreichen
Lebensmitteln wihrend der Magenpassage vom Fett umhiillt und sind dadurch besser vor
Einwirkungen der Magenséure geschiitzt (SELBITZ et al., 1995). Durch direkten Kontakt mit
Salmonellen ausscheidenden Tieren erfolgt sehr selten eine Ubertragung auf den Menschen.

Eine direkte oder indirekte Ubertragung von Mensch zu Mensch — vor allem von
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verschiedenen mehrfach resistenten Salmonellen-Serovaren — kann als Hospitalinfektion bei

besonders priadisponierten Personen oder unter hygienisch ungiinstigen Bedingungen erfolgen

(ROLLE & MAYER, 2002; ROBERT KOCH INSTITUT, 2001).

2.4.2.3. Virulenzfaktoren der Salmonellen

Die Virulenzfaktoren der Salmonellen sind sehr vielfdltig. Neben der Motilitdt gehoren
besonders Endotoxine dazu. Diese Endotoxine sind Lipopolysaccharide (LPS), die
Bestandteil der duBeren Membran der Erreger sind und u. a. mit dem Absterben der
Mikroorganismen, aber auch durch Komplementwirkung oder unter Antibiotikagabe
freigesetzt werden. Die Endotoxine entfalten nach Absorption durch die Darmwand ihre
Wirkung im gesamten Korper. Es kann zum Schock kommen. Eine Besonderheit der hoch
virulenten Salmonellenstimme ist das Vorkommen zusétzlicher Pathogenitits-Inseln. Dies
sind lange instabile Segmente, die den apathogenen Stimmen fehlen (OCHMAN et al., 1996).
Die Transkription dieser Gene erfolgt bevorzugt in intrazelluldrer Umgebung (CIRILLO et
al., 1998).

Die Salmonellen-Pathogenitéts-Insel-1 (spi 1) kodiert unter anderem fiir Proteine des Typ I1I-
Sekretionsapparates. Mit dessen Hilfe werden Proteine, die wichtig fiir die Invasion in
Epithelzellen sind, aus den Salmonellen ausgeschleust. Weiterhin kodieren Gene der spi 1 fiir
Regulatorproteine der Invasionsgene. Die Expression der Regulatorproteine und die Sekretion
der Invasionsproteine werden durch duBlere Faktoren wie O2-Spannung und die Osmolaritit
der Umgebung beeinflusst und sind abhingig vom Wachstumsstadium der Salmonellen
(LUNDBURG et al., 1999). Die spi 2 ist wichtig fiir das Uberleben der Salmonellen in
Makrophagen (OCHMAN et al., 1996). Aktuelle Untersuchungen differenzieren drei spi-Loci
(FIERER & GUINEY, 2001). Die Autoren postulieren folgende Funktionen: die spi 1 ist
wichtig fiir die Invasion der Epithelzellen; die Verschmelzung von Phagosom und Lysosom
kann durch spi 2 beeinflusst werden, wihrend die spi 3 fiir die Anpassung der Salmonellen an
eine Umgebung mit niedrigen Mg2+-Konzentrationen und niedrigem pH-Wert
(Phagolysosom) Bedeutung besitzt und ein dem Nramp-1 der Sdugetiere dhnliches Protein der
Bakterien kodiert (KEHRES et al., 2000). Das Phagosom stellt die Vakuole dar, mit der die
Salmonellen in die phagozytierenden Zellen aufgenommen werden; die Lysosomen enthalten
die abbauenden Enzyme der Phagozyten; beide Vakuolen verschmelzen zum Phagolysosom,

um die aufgenommenen Erreger abzutdten.
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Weitere Virulenzgene liegen als Plasmide vor (spv-Gene), die es den Salmonellen
ermOglichen, nach dem Passieren der Darmbarriere Milz und Leber zu infizieren und sich dort
rapide zu vermehren. Die Genexpression wird durch Stress induziert, insbesondere
Nahrstoffmangel und Wachstum in der stationdren Phase sind fiir deren Hochregulation
verantwortlich. Aulerdem wird sie bei intrazelluldrer Lokalisation der Bakterien gefordert
(GULIG et al., 1997). Die genauen molekularen Mechanismen, die zu einer erhohten
Vermehrung der Salmonellen fiihren, sind jedoch z. Z. noch ungeklart. Mit Hilfe der Produkte
der Virulenzgene konnen die Salmonellen in den Endosomen der Phagozyten der Lyse
entgehen, indem sie die Formierung von Phagolysosomen verhindern (GARVIS et al., 2001)

und sich intrazelluldr vermehren (GOVONI et al., 1999).

2.4.3. Akute und latente Salmonelleninfektion

Nach einer Inkubationszeit von fiinf bis 72 Stunden duBlert sich die akute Salmonellose mit
Diarrhoe. Weitere klinische Symptome sind unter anderem Fieber, Ubelkeit, Erbrechen und
akute Schmerzen im Abdomen (ROLLE & MAYER, 2002). Die Behandlung erfolgt in der
Regel symptomatisch durch Fliissigkeits- und Elektrolytausgleich. Eine Antibiotikatherapie
ist nur bei gleichzeitiger Bakteridmie erforderlich, da Antibiotika die Bakterienausscheidung
verlangern, die normalerweise nach drei bis sechs Wochen beendet ist (SELBITZ et al., 1995;
ROBERT KOCH INSTITUT, 2001). Leider konnte noch keine Erkldrung fiir dieses
Phénomen gefunden werden.

Die latente Infektion stellt ein bedeutendes Problem dar, da sie klinisch nicht erkannt werden
kann. Hierbei ist die Infektionsdosis nur gering; trotzdem kann ein Teil der aufgenommenen
Salmonellen die Darmbarriere passieren und durch den Lymph- und Blutstrom in andere
Organe — vor allem Leber und Milz — disseminieren. Spéter einwirkende, resistenzmindernde
Faktoren konnen zum Ausbruch einer akuten Salmonellose oder zur Etablierung von

Dauerausscheidern fithren (ROLLE & MAYER, 2002).

2.5. Probiotika

2.5.1. Geschichte und Definition
Bereits zu Beginn der Zivilisation erkannten die Menschen den Nutzen der kultivierten
Milchprodukte; darauf deuten beispielsweise zahlreiche Hinweise in den heiligen Schriften

des Hinduismus hin. Der erste Wissenschafter jedoch, der die Bedeutung der Darmflora
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(Bakterien) fiir die Verdauung erkannte, war THEODOR ESCHERICH. Er isolierte im Jahr
1885 aus dem Darm das Bakterium Coli communale, spiter nach ithm Escherichia coli
benannt. Der russische Bakteriologe ILJA METSCHNIKOFF fand vor 90 Jahren, dass
bulgarische Bauern ein iiberdurchschnittlich hohes Alter erreichen, er sah einen
Zusammenhang zwischen dieser Beobachtung und ihrer an Joghurt reichen Diit.
METSCHNIKOFF dachte, dass die Produkte der Darmflora den Prozess der Alterung
beschleunigen, darauf basierend schlug er eine Diit vor, die grole Mengen an fermentierter
Milch (Milchsdure) beinhaltet, um die Vermehrung der Darmflora zu hemmen
(METSCHNIKOFEF et al., 1907).

Der Begriff ,,probiotisch® stammt aus dem Griechischen (Probios, fiir das Leben). Er wurde
von LILLY und STILWELL (1965) zum ersten Mal benutzt, um Substanzen zu beschreiben,
die von Ciliaten (Colpidium campylum) produziert werden und das Wachstum anderer
Protozoen (Tetrahymnea pyriformis) stimulieren. PARKER definierte 1974 Probiotika als
Substanzen und Organismen, die zum Gleichgewicht der Darmflora beitragen (Antibiotika
nicht ausgeschlossen). Auf der Grundlage von PARKER stellt FULLER (1989) eine engere
Definition der Probiotika, wonach Probiotika als lebende mikrobielle Futterzusitze gelten, die
den Organismus durch eine Verbesserung des Gleichgewichts seiner Darmflora positiv
beeinflussen. HAVENAAR und HUIS (1992) erweiterten diese Definition, um auller reinen
Bakterienkulturen auch gemischte Kulturen und Nahrungsmittel sowie andere Stoffgruppen
einzuschlieBen. Durch GORKE und LIEBLER-TENONIO (2001) wurde die grundlegende
Definition von FULLER dem erweiterten Kenntnisstand entsprechend durch den Halbsatz
»oder den Wirtsorganismus direkt beeinflussen ergénzt. Da sich die Wirksamkeit von
Probiotika auch auf darmunabhingige Anwendungsgebiete (KNEIFEL, 2005), sowie auf
Erhohung der zootechnischen Leistungen (VAN BELLE et al., 1990) erstreckt, stellte
KNEIFEL (2005) eine allgemeiner gefasste Definition fiir Probiotika. Danach sind Probiotika
Mikroorganismen, die das Wohlbefinden von Tieren und Menschen fordern bzw. einen
gesundheitlichen Nutzen haben. Prebiotika hingegen sind nach GIBSON und ROBERFROID
(1995) nicht verdauliche Lebensmittelinhaltstoffe, die den Wirtsorganismus giinstig
beeinflussen, so dass das Wachstum und/oder die Aktivitit einer begrenzten Zahl an
Bakterien selektiert stimuliert und auf diese Weise die Gesundheit der Wirtsorganismen
verbessert wird (GIBSON & ROBERFROID, 1995). Prebiotika sind meistens
nichtverdauliche Polysaccharide, z.B. Fruktose- Oligosaccharide, die zu einer Erhohung der
Bifidobakterien-Anzahl im Colon fiihren (GIBSON & ROBERFROID, 1995) sowie

unidirektionale Mannitfluxe im Jejunum ansteigen lassen (BREVES et al., 1997). Synbiotika
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sind eine Kombination aus Pro- und Prebiotika, wobei durch metabolische Aktivitit die

Implantierung der Probiotika im Gastrointestinaltrakt verbessert wird (KAUR et al., 2002).

2.5.2. Die hiufig eingesetzten Probiotika

Zu den derzeit eingesetzten Probiotika gehdren Mikroorganismen unterschiedlicher Art.
Neben grampositiven Bakterien (z. B. Lactobacillus spp.), gramnegativen Bakterien (z. B.
E. coli) gehoren auch Hefen (z. B. Saccharomyces boularii) und Schimmelpilze.

Beim FEinsatz in der Tiererndhrung spielt neben positiven gesundheitlichen Aspekten auch die
Verbesserung der zootechnischen Leistung eine grofle Rolle. Futtermittelrechtlich sind
Probiotika als Futterzusatzstoffe zur Stabilisierung der Darmflora eingeordnet und bediirfen
einer Zulassung durch die Kommission der Europdischen Gemeinschaft. Die Préparate
konnen sowohl lebende als auch tote Bakterien oder deren Stoffwechselprodukte oder Sporen
enthalten. Neben Monopriparaten sind auch Mischpriparate mit mehreren Arten von

Mikroorganismen verschiedener Gattungen im Handel.

Die Richtlinie 70/524/EWG zu den Zusatzstoffen in der Tiererndhrung und die Richtlinie
87/153/EWG zur Beurteilung von Zusatzstoffen regeln die Zulassungsvorschriften fiir
Probiotika. Eine Reihe von Anforderungen wird an Mikroorganismen gestellt, damit sie als
Probiotika genutzt werden konnen (FULLER, 1989; COLLINS & GIBSON, 1999;
JADAMUS, 1999; SIMON et al., 2001; GALDEANO & PERDIGON, 2004).

Probiotika miissen apathogen sein und diirfen keine Toxine bilden, sie diirfen nicht invasiv
sein, d. h. nicht iiber die Blutbahn z.B. Muskelpartien besiedeln, weil fiir die weitere
Verwertung der Tiere eine Unbedenklichkeit der Schlachtprodukte unerlisslich ist. Ferner
diirfen Probiotika die Gesundheit des Wirtes und der Person, der mit dem Priparat umgeht,
nicht beeintrichtigen. Durch den Einsatz von Probiotika muss eine Resistenzbildung von
Mikroorganismen gegeniiber Antibiotika ausgeschlossen sein. Ein Probiotikum muss unter
einer Vielzahl von unterschiedlichen Umweltbedingungen und in verschiedenen Medien
iberleben. Es muss eine Stabilitit gegeniiber industriellen und technischen Prozessen in der
Produktion der Futtermittel (z. B: Pelletierung, Lagerung) besitzen. Eine Unempfindlichkeit
gegeniiber Speichel- und Verdauungsenzymen, Magensdure und Sekreten der
Darmanhangsdriisen wird vorausgesetzt, sowie die Fahigkeit zur Anhaftung (Adhésion) und
Besiedlung (Kolonisation) an Darmepithelzellen. Ein Probiotikum soll gute sensorische

Eigenschaften haben und nach Moglichkeit an die physiologische Darmflora des Wirtes
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angepasst sein. Es soll antimikrobielle Substanzen bilden konnen. Lebensfihige Probiotika
sollten nur in geringer Menge ausgeschieden werden, und sie sollten in der Umwelt nur eine
geringe Lebensfihigkeit haben. Es diirfen nur Stamme zugelassen werden, die sich in ihrem
Resistenzverhalten nicht von dem der Feldstimme unterscheiden. Dass ein einzelnes
Probiotikum nicht iiber alle Eigenschaften gleichzeitig verfiigen kann, ist anzunehmen
(DUNNE, 2001). Mit dem Einsatz von Probiotika in der Veterindrmedizin werden unter
anderem eine verbesserte Futterverdaulichkeit, gesteigerte Wachstumsraten, die Verhiitung
von Durchfallerkrankungen und eine allgemeine positive Wirkung auf das Immunsystem
beabsichtigt (ALEXOPAULOS et al., 2001; REID et al., 1988; FULLER et al., 1999).

Das in dieser Arbeit eingesetzte Probiotikum Enterococcus faecium NCIMB 10415 ist
zugelassen. Nach der Verordnung (EG) Nr. 252/2006 ist die Verwendung von Enterococcus
faecium NCIMB 10415 im Anhang I unter der EG-Nr. E 1705 unbegrenzt fiir Sauen und

Ferkel zugelassen.

Tabelle 2-5 Enterococcus faecium NCIMB 10415 (SF68) in der Tiererndhrung (Stand 2007)

Bezeichnung Zugelassen Mindestgehalt | Hochstgehalt
fiir
KBE/Kg Alleinfuttermittel
Kiilber 1x10° 6,6x 10°
Enterococcus Masthiihner 0,3x10° 2,8x 10’
Jaecium
NCIMB 10415 yp G chweine 0,35x10° 1x10’
Sauen 0,7x10’ 1,25x10’
Ferkel 0,35x10’ 1x10’

2.5.3. Wirkungsmechanismen von Probiotika

2.5.3.1. Allgemein

Probiotika sind ihrer Definition nach eine sehr heterogene Gruppe von Bakterien, Hefen und
Pilzen. Zwischen den einzelnen Bakterienstimmen, die als Probiotika eingesetzt werden,
existieren grofe Unterschiede, den Aufbau, ihre Stoffwechselleistung und ihre

Uberlebensfihigkeit im Magendarmkanal betreffend. Deshalb ist nicht zu erwarten, dass ihre
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Wirkung pauschal durch gleiche Wirkungsmechanismen fiir alle Probiotika erklidrt werden
kann. Man geht heute davon aus, dass es sich hierbei um ein multifaktorielles Geschehen
handelt. Je nach Keim sind spezielle Mechanismen fiir die Wirkung verantwortlich. Allein fiir
wenige Stimme konnten einige der in der Tabelle 2.6 aufgefiihrten Wirkungsmechanismen
belegt werden. Fiir viele andere Behauptungen gibt es keine oder nur geringere
wissenschaftliche Beweise. GORKE & LIEBLER-TENORIO (2001) teilen die Wirkung der
Probiotika in zwei grofle Klassen: die Wirkung der Probiotika auf den Wirtsorganismus
einerseits und die Interaktion zwischen dem Probiotikum und anderen intestinalen

Mikroorganismen anderseits.

Tabelle 2-6 Klassifizierung der Wirkungsmechanismen von Probiotika: Hypothesen und
mogliche Angriffspunkte nach GORKE und LIEBLER-TENORIO (2001)

Interaktion zwischen dem
Wirkung auf den Wirtsorganismus Probiotikum und anderen
Darmbewohnern
» Forderung des unspezifischen
Immunsystems » Konkurrenz um limitierende
» Verstirkung der spezifischen Nihrstoffe
Immunantwort » Konkurrenz um definierte
» Beeinflussung der Bindungsstellen
Schleimhautpermeabilitit » Agglutination von Keimen
» Positive Beeinflussung von » Verinderung des intestinalen
zelluldren Transportmechanismen Milieus
» Anabole Wirkung auf den » Produktion von
Gesamtstoffwechsel antimikrobiellen Substanzen
» Forderung der » Neutralisation von Toxine
Schleimhautdifferenzierung

2.5.3.2. Diskutierte Wirkungsmechanismen von Probiotika

Probiotika wie Enterococcus faecium gehdren zu den Darmbewohnern und sind in der
Stoffwechselaktivitdt dieses Habitats voll integriert. Sporen von Bodenbakterien (z. B.
Bacillus spp.) miissen erst keimen und in vegetative Zellen {iiberfiihrt werden, um an der
Stoffwechselaktivitit teilzunehmen. Hefen, die als Probiotika eingesetzt werden (z. B.
Saccharomyces cervices) kommen urspriinglich gar nicht im Darm vor (SIMON & BREVES,

2000) und miissen daher erst ihren Platz finden. Diese angefiihrten Beispiele sollen
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verdeutlichen, dass nicht alle Probiotika gleich wirken, vielmehr héngt die Wirkung vom

Bakterienstamm ab.

2.5.3.2.1. Allgemeine Wirkungsmechanismen

Fiir viele gesundheitsférdernde Auswirkungen, die die Probiotika auf den Organismus haben,
ist es noch immer nicht moglich eine wissenschaftliche Erkldarung zu finden. Des Weiteren
haben probiotische Stimme nicht auf jedes Individuum einer spezifischen Art den gleichen

Effekt

2.5.3.2.1.1. Die Besiedlung des Magen-Darm-Trakts

Fiir viele pathogene Keime ist die Bindung an bestimmte Rezeptoren auf der Darmoberfldache
die Voraussetzung fiir eine Infektion. Die physiologischen Einrichtungen des Darms, wie die
Mucinschicht, eine liickenlose Epithelschicht und Darmperistaltik stellen eine erste Barriere
gegen pathogene Keime dar. Wenn diese Barriere unterbrochen wird, z. B. bei
Darmentziindung, Epithelverletzungen etc., gelangen pathogene Keime an bestimmte
Bindungsstellen und 16sen Krankheiten aus. Durch die Anheftung an intestinale Zellen fiihrt
das Probiotikum den ersten Schritt der Wechselwirkung mit dem Organismus aus. Hiermit
werden bestimmte Rezeptoren besetzt, die sonst evtl. von pathogenen Keimen besetzt werden
konnten, z. B. pathogene E. coli JOHANNSON et al., 1993) oder Salmonella thyphimurium
(BERNET et al., 1994; SAXELIN et al., 1997). Ferkel, die mit einem bestimmten
apathogenen Stamm von E. coli besiedelt sind, erkrankten nicht nach einer Infektion mit
einem toxinbildenden Stamm, der dasselbe Fimbrien-Antigen besa3. Wenn Anheftungsstellen
der Glykokalix durch die apathogenen Mikroorganismen, so vermuteten DAVIDSON und
HIRSH (1976), besetzt werden, stehen sie den pathogenen Keimen nicht mehr zu Verfiigung .
Wihrend einer Untersuchung mit Mdiusen konnte gezeigt werden, dass konventionell
gehaltene Miiuse erst bei einer Behandlung mit 10° KBE von Salmonella enteritidis sterben.
Die letale Dosis des gleichen Keimes betrug bei keimfrei gehaltenen Tieren nur 10 KBE
(COLLINS & CARTER, 1978). Die Anheftung von Helicobacter pylori an die
Magenschleimhaut gnobiotischer Miuse konnte durch eine Behandlung mit Lactobacillus
salivaricus verhindert werden (KABIR et al., 1997). Die Hefe Saccharomyces boulardii

besitzt einen Mannose-Rezeptor, der fihig ist, einen bestimmten pathogenen E. coli-Stamm
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und einen Salmonella typhimurium-Stamm zu agglutinieren und dadurch deren Pathogenitit
abzuschwichen (GEDEK & AMSELGRUBER, 1990).

Bei einer Studie von DE VRESE (2003) mit 769 Probanden (13,3% davon Helicobacter-
positiv) konnte gezeigt werden, dass in Joghurt enthaltene Substanzen Helicobacter pylori
inhibieren. In der Probiotika-Gruppe traten deutlich weniger und kiirzere Antibiotika-
assoziierte Beschwerden auf (DE VRESE, 2003).

In einer Studie von SYKORA et al. mit 86 Kindern mit Gastritissymptomatik durch
Helicobacter pylori-Infektion konnte gezeigt werden, dass der Erfolg der Eradikations-
therapie mit Omeprazol-Amoxicillin und Clarithromycin in der Probiotika-Gruppe
(fermentierte Milch mit Lactobacillus casei DN-114001) deutlich hoher war als in der
Kontroll-Gruppe (SYKORA et al., 2005). Lactobacillus acidophilus inhibiert das Eindringen
von enteropathogenen E. coli und anderen gramnegativen Bakterien (BERNET et al., 1994).
Auch Latobacillus casei fiihrt bei neugeborenen Kaninchen zu signifikant reduziertem Gehalt
an E. coli KjA, so dass eine bakterielle Invasion verhindert werden konnte (LEE et al., 2000).

Enterococcus faecium 18c23 kann in dosisabhingiger Weise die Anheftung von E. coli K88
und K 8MB an die Darmmucosa mit einer Effizienz von 90% verhindern, wenn mindestens
10° KBE pro ml zusammen mit E. coli verabreicht werden (JIN et al., 2000). Ein Versuch, bei
dem kommerzielles Futter, welches L. casei enthielt, an Ferkel verabreicht wurde, ergab, dass
es in der Lactobacillus-Gruppe weniger E. coli gab als in der Kontrollgruppe (VIERA et al.,
1999).

Der Einfluss von mit L. casei shirota-fermentierter Milch auf die indigeniosen Laktobazillen
im Darm des Schweins wurde von OHASHI (2001) untersucht. Er stellte fest, dass die Anzahl
der Laktobazillen und Bifidobakterien im Darm mit der Aufnahme von fermentierter Milch
ansteigt. Es kam zu einer Abnahme des Digesta-pH durch eine ansteigende Laktat- und
Acetatkonzentration, die evtl. vor einem Wachstum von pathogenen und potentiell
pathogenen Bakterien schiitzt. Auch der pH-Wert im Kot sank mit der Aufnahme der
fermentierten Milch, bedingt durch die Abnahme der Anzahl der Enterbakteriazeen und
Enterokokken (OHASHI et al., 2001).

In einer Meta-Analyse mit randomisierten Kontrollen konnte gezeigt werden, dass
Lactobacillus rhamnosus GG einen konsistenten Vorteil gegeniiber dem Placebo hat, in dem
er die Dauer und die Schwere von akuten Diarrhden bei Kindern reduziert (SZAJEWSKA et
al., 2001). Eine zweite Meta-Analyse bestitigt, dass die Dauer akuter Diarrhéen bei Kindern

um etwa einen Tag verkiirzt wird (HUANG et al., 2002).
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In einer Studie von PEDONE (2002) wurde untersucht, ob die Inzidenz akuter Diarrh6en bei
gesunden Kindern mit L. casei defensis gesenkt werden kann, in der Probiotika-Gruppe wurde
die Inzidenz von Diarrhden mit 15,9% angegeben, in der Kontrollgruppe betrug sie 22%
(PEDONE et al., 2000). Bei einem Versuch mit Streptococcus thermophilus und
Lactobacillus acidophilus an menschlichen Darmzellen, welche mit enteroinvasiven E. coli
(EIEC) infiziert wurden, konnte eine signifikant erniedrigte Adhésion und Invasion der E. coli
sowie erniedrigte Dysfunktionen der infizierten Darmzellen durch EIEC festgestellt werden
(LENERT & BARRNET, 2003).

Bei Patienten mit Proktektomie (Koloproktektomie) wurden Probiotika zur Prophylaxe
eingesetzt, vier verschiedene Lactobacillus-Arten, drei verschiedenen Bifidobacterium-Arten
und eine Streptococcus-Art bewirkten bei der behandelten Gruppe eine Senkung der
Entziindungssymptome gegeniiber der Placebo-behandelten Gruppen (GIONCHETTI et al.,
2003). Die Heilung von Sidure-induzierten Magengeschwiiren konnte durch die Behandlung
mit verschiedenen Bifidobakterien-Arten stark beschleunigt werden, besonders durch den
Polysaccharid-Anteil (speziell Rhamnose) in der Zellwand der Milchsdurebakterien wird

diese positive Wirkung hervorgerufen (NAGAOKA et al., 1994).

2.5.3.2.1.2. Verinderungen des intestinalen Milieus

Die meisten Probiotika bewirken durch ihre Stoffwechselleistung eine Verdnderung des
intestinalen Milieus (NOGOSSEK, et al., 2001). Der pH-Wert im Darm scheint fast immer
abzusinken durch den Einsatz von Probiotika, hauptsédchlich durch die von den Probiotika-
Keimen freigesetzten organischen Séduren und Laktat.

Die Absenkung des pH-Wertes im Darm hat mehrere positive Folgen. Zum einen wirkt ein
niedriger pH-Wert gegen die Vermehrung von enteropathogenen Keimen, sowie gegen die
Bildung von Toxinen (AUDISO, 1999; COLLINS & GIBSON, 1999). Zum anderen kommt
es dadurch auch zur Absenkung der Gesamtkeimzahl im Darm (WHITE et al., 1969). Die
Behandlung von Patienten mit Enterococcus faecium NCIMB 10415 fiihrt zur Anhdufung von
Laktat im Diinndarmchymus, dadurch kommt es zur Stimulierung des Wachstums von
milchsiurebildenden Bakterien (VAHJEN et al., 2002; MANNER et al., 2002).

Durch den Einsatz von Bifidobacterium bifidum bei Séuglingen und Bifidobacterium longum
bei Erwachsenen konnte jeweils eine Absenkung des pH-Wertes in den Faeces der Patienten
festgestellt werden. Die hohe Konzentration von kurzkettigen Fettsduren im Darmlumen ist
ebenfalls auffillig beim Einsatz von Probiotika, da es durch die mikrobielle Fermentation zur

Entstehung von kurzkettigen Fettsduren kommt, die in der Lage sind, die Besiedlung und
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Vermehrung der im Darm lebenden Enterobakteriazeen zu hemmen (BYRNE & DANKERT,
1979).

Saccharomyces boulardii konnten bei einem Versuch, bei dem der Gehalt an freien Fettsduren
durch die Behandlung mit Clindamycin abgesunken war, diesen wieder ausgleichen. Auf den
Butyrat-Spiegel haben die Hefen allerdings keinen Einfluss (BREVE et al., 2000).

Die hiufig in probiotischen Prédparaten verwendeten Laktobazillen sind in der Lage, durch
Verinderung ihrer Stoffwechselaktivitit pathogene Keime in ihrem Wachstum zu
beeintrichtigen. Dies geschieht iiber verschiedene Enzyme wie [-Glukuronidase oder
Nitroreduktase, die das intestinale Milieu beeinflussen.

Die Fihigkeit, bestimme Toxine zu neutralisieren, ist nur bestimmten Probiotika vorbehalten.
Bei der Neutralisation werden die direkte Bindung der Giftstoffe und die indirekte
Beeinflussung durch die Bildung von neutralisierenden Substanzen unterschieden. Das
Probiotikum Lactobacillus bulgaricus kann die Wirkung eines Neurotoxins neutralsieren
(SISSONS, 1989). Einige Laktobazillenstimme besitzen die Fihigkeit, freie Eisen-Radikale
zu binden (STECCHINO et al., 2001). Da die meisten pathogenen Keime freies Eisen als
Wachstumsfaktor bendtigen, wird ihr Wachstum beeintrichtigt. Lactobacillus bulgaricus z.B.
kann freies Eisen binden (SISSONS, 1989). Saccharomyces boulardii besitzt spezielle
Toxinrezeptoren fiir eine Untereinheit des Choleratoxins. Kommt Choleratoxin im Darm vor,
so bindet es an diesen Rezeptor, bevor es in Kontakt mit den Enterozyten kommt und seine
Wirkung entfalten kann (BRANDACE et al., 1998). Inkubiert man eine Biirstensaumzelllinie
mit dem Probiotikum Saccharomyces boulardii, so bindet signifikant weniger Toxin A von
Clostridium difficile an der Zelllinie als ohne Behandlung mit der probiotische Hefe. Im Darm
lebender Tieren konnte dadurch die von dem Toxin A verursachte Hypersekretion verringert

werden (POTHOULAKIS et al., 1993).

2.5.3.2.1.3. Verinderungen der Enzymaktivitit

Verdauungsenzyme wie Laktase, o-Glukosidase und Alkalische Phosphatase waren nach
Behandlung mit Saccharomyces boulardii erhoht (JAHN et al, 1996). Lactobacillus
rhamnosus wirkt (in Zellkultur sowohl aus dem Colon von Miusen als auch von Menschen)
dem intrazelluldren pro-apoptotischen Mechanismus (Mitogen-Aktivierte Proteinkinase)
entgegen und aktiviert die zelleigenen anti-apoptotischen Enzyme (Proteinkinase B). Dadurch
verhindert Lactobacillus rhamnosus den Tod von intestinalen Epithelzellen durch eine

Regulation dieser beiden Signalwege (YAN & POLK, 2002).
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2.5.3.2.1.4. Verinderungen der Darmmorphologie und Transportphysiologie

Bacillus cereus var. toyoi und Saccharomyces boulardii bewirken wihrend einer Studie am
Schwein lingere Zotten im Jejunum (GORKE, 2000). Bacillus cereus var. Toyoi bewirkt nach
einer Veroffentlichung von THELEN (1997) die Verlingerung der Duodenumzotten.
Allerdings konnte in zwei anderen Studien mit den beiden Probiotika, Enterococcus faecium
NCIMB 10415 und Bacillus cereus var. toyoi anhand morphometrischer Messungen kein
signifikanter Effekt auf die Zottenlinge, Kryptentiefe und Oberflichenvergroferung in der
Diinndarmschleimhaut des Schweins gefunden werden (REITER et al., 2005).

Saccharomyces boulardii bewirkt bei Ratten mit einer Clostridium difficile-Infektion eine
verminderte Durchldssigkeit von Mannit (CASTAGLIUALO et al.,, 1996). Sowohl
Saccharomyces boulardii als auch Bacillus var. toyio fiihren bei Ussing-Kammer-Versuchen
zur Abnahme der parazelluldren Permiabilitit fiir Mannit im Schweindiinndarm (WINKLER
et al., 1998). Laktobacillus plantarum fiihrt bei Ratten mit einer Sdure-induzierten Kolitis zu
keiner Steigerung der Permeabilitit (KENNEDY et al.,, 2000). Lactobacillus plantarum
schiitzt ebenfalls den Darm vor einer Steigerung der Permeabilitit, hervorgerufen durch eine
Injektion mit E. coli (MANGELL et al., 2002). Im Diinn- und Dickdarm von Ratten hat
Saccharomyces boulardii eine antisekretorische Wirkung in Bezug auf Chlorid. Bei Zugabe
von Saccharomyces boulardii wird die sekretionsstimulierende Wirkung von PGE, auf
Chlorid im Jejunum aufgehoben (KRAMMER & KARBACH, 1993). Diese antisekretorische
Wirkung von Saccharomyces boulardii konnte in einer Hemmung der CAMP und/oder Ca++

liegen (CZERUCK & RAMPAL, 1999).

2.5.3.2.1.5. Konkurrenzen um Nihrstoffe

Durch die Konkurrenz um limitierende Substrate fiir die Fermentation fiihren die Probiotika
zur Verdringung der pathogenen Keime. Dabei geht es um spezielle Nihrstoffe, die nicht in
ausreichender Menge vorhanden sind. Durch die Gabe von probiotischen Keimen kommt es
zum Verbrauch dieser limitierenden Substrate, so stehen sie den pathogenen Keimen nicht
mehr zur Verfiigung, was zur Einschriankung ihres Wachstums fiihren sollte (ROLFE, 2000).
Es wird vermutet, dass die Anwesenheit von leicht fermentierbaren Kohlenhydraten, wie
Glukose, N-Acytel-Glukosamin oder Sialinsdure fiir die Besiedlung des Darmtraktes mit
bestimmten pathogenen Keimen wie Clostridium difficile notwendig ist (WILSON &
PERINI, 1988). Durch den Einsatz von Probiotika, die solche leicht fermentierbaren
Kohlenhydrate als Nihrstoffgrundlage benutzen, konnten die pathogenen Keime in Wachstum

und Aktivitdt behindert werden. Auflerdem produzieren Probiotika diverse antimikrobielle
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Substanzen, sog. Bakteriozine (FULLER, 1999). Bakteriozine bestehen hauptsdchlich aus
organischen Sduren, hydrogenen Peroxiden und nicht-peptid- oder -polypeptid-Antibiotika
(ZIMMERMANN et al., 2001).

2.5.3.2.2. Spezielle Wirkungen auf das Immunsystem

Es wird angenommen, dass diverse Probiotika in der Lage sind, die Widerstandsfahigkeit des
tierischen und menschlichen Organismus gegeniiber bestimmten Infektionskrankheiten zu
erhohen, indem sie die systemische und mukosale Immunitit positiv beeinflussen
(ZIMMERMANN et al.,, 2001). Zum Einen kommt es zur Wechselwirkung zwischen
Probiotikum und Darmepithel (MC GHEE et al, 1992), zum Anderen wirkt das Probiotikum
auf Immunzellen des Darms ein, z. B. auf M-Zellen (MUSCETTOLA et al., 1999). Das
Probiotikum kommt so mit dem darmassozierten lymphatischen Gewebe in Kontakt (MC
GHEE et al., 1992), es kommt zur Interaktion zwischen GALT und dem Probiotikum.
Dadurch bewirken die Michsdurebildner eine Veridnderung des Zytokin-Musters und der
Antikorperproduktion. Nach dem Verzehr von Lactobacillus acidophilus Lal and
Bifidobacterium spp, konnte sowohl ein Anstieg der Produktion von IgA in den PP
beobachtet (LINK-AMSTER et al., 1994) als auch der mitotischen Aktivitit der Zellen in den
PP und in der Milz bewiesen werden (MEYDANII et al., 2000).

2.5.3.2.2.1. Wirkung auf das unspezifische Immunsystem

Die positive Auswirkung der Gabe von Milchsidurebakterien auf das Immunsystem ist seit
langerem bekannt, wobei sich diese sowohl lokal auf den Darm als auch systemisch auf das
gesamte Immunsystem erstrecken kann. Auch hier scheint eine individuelle, spezifische
Wirkung der verschiedenen als Probiotika angewendeten Bakterien vorzuliegen (VITINI et
al., 2000). Die orale Behandlung von Méausen mit Laktobacillus casei tiber acht Tage fiihrt zu
einer erhohten Phagozyten- und Makrophagenaktivitit im retikuloendothelialen System
(PERDIGON et al., 1986). Diverse Milchsidurebakterien zeigen in in-vitro-Versuchen die
Fahigkeit, die Freisetzung von Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) und IL¢ anzuregen, die
stimulierend auf die unspezifische Inmunabwehr wirken (MIETTINEN et al., 1996).

Miuse mit IL-10-Defizienz entwickeln bei normaler Haltung eine chronische Colitis, welche
als Modell vergleichbar ist zum menschlichen Morbus Crohn (MADSER et al., 1999). IL-10-
defiziente Méuse entwickeln bei steriler Haltung keine Colitis. Die Behandlung (rektal oder

oral) mit Lactobacillus reuteri kann die Ausbildung der Colitis verhindern (MADSEN et al.,
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1999). Auch eine durch Essigsdure verursachte Colitis entwickelt sich nicht, wenn die Tiere
mit Lactobacillus reuteri behandelt werden (FABIA et al., 1993).

Sowohl die mRNA-Expression als auch die Zytokinfreisetzung, insbesondere TNF-a, IL-6,
IL-1 von menschlichen, peripheren, mononukledren Zellen wird durch Laktobazillen
stimuliert (MIETTINEN et al., 1996). Die in-vitro Produktion von IFN-y durch Milzzellen
aus jungen Mdiusen (7 Tage alt) und aus 19 Monaten alten Méusen nach Fiitterung mit L.
bulgaricus und Streptococcus thermophilus war gestiegen im Vergleich zu einer
Kontrollgruppe (MUSCOTTOLA et al., 1994)

Es wird angenommen, dass die orale Gabe von Laktobazillen das Immunsystem dadurch
stimuliert, dass es zu einem Anstieg der Sekretion von IFN-y in den Zellen der Peyerschen
Platte kommt (SOLIS-PEREYRA, 1997). Die Behandlung einer Makrophagen-Zelllinie mit
Streptococcus thermophilus fiihrte bei einem in-vitro-Versuch zum Anstieg der Interleukin
Produktion (MARTIN et al., 1998), wobei diese Ergebnisse in vivo nicht reproduzierbar
waren (TEJADA-SIMON et al.,, 1999). Eine intraperitoneale Injektion von probiotischen
Keimen hatte eine gesteigerte Makrophagen- und Natural Killer-Zell-Aktivitit bei Médusen
zur Folge (KATO et al., 1984). Bei oraler Gabe waren ebenfalls die Phagozytoserate und die
Produktion lysosomaler Enzyme durch die Makrophagen gesteigert (PERDIGON et al.,
1998). Auch bei Saugferkeln lassen sich diese Ergebnisse nach Gabe von Bifidobacterium
lactis (10° KBE/ Tier/ Tag) erzielen (QUAN et al., 2001).

Bei einer Studie mit Milchsidurebakterien konnte gezeigt werden, dass es bei Menschen
ebenfalls zur gesteigerten Phagozytose kommt (SCHIFFRIN et al., 1994). Lactobacillus casei
hat bei Méusen nach oraler Gabe eine gesteigerte Phagozytoserate der Peritonealmakrophagen
zur Folge, wihrend die intravenose Gabe des gleichen Stammes einen hemmenden Effekt
hatte (ERIKSON et al., 2000). Lactobacillus bulgaricus und Saccharomyses thermophilus
fordern nach oraler Gabe im Mausversuch die IFN-y Produktion in den Milzzellen, die mit
Lymphozytenmitogen stimuliert werden (MUSCETTOLA et al., 1994). Interferon vy-
Produktion von humanen peripheren Blutlymphozyten konnte in Versuchen durch Zusatz von
Milchsdurebakterien in dosisabhingiger Weise gesteigert werden (DE SIMONE, et al., 1986).
Die Menge von TNF in den Faeces war bei einem anderen Versuch vermindert (ISOLAURI

etal., 2001).

2.5.3.2 2.2. Wirkung auf das spezifische Inmunsystem
Insbesondere der Einfluss auf die Antikdrperproduktion, Plasmazellen, Zytokinmuster und T-

Lymphozyten war Gegenstand vieler Studien. Lactococcus lactis, Lactococcus acidophilus
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und Lactococcus plantarum bewirken einen Anstieg der IgM-produzierenden Zellen im
Darmepithel (PERDIGON et al.,, 1999). Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum,
Streptococcus salvarius ssp.bulgaricus und Lactobacillus lactis fithren ebenfalls zur einem
Anstieg der IgA-produzierenden Zellen in den lymphatischen Geweben des Darmes.
Dosisabhingig konnen Milchsdurebakterien die Sekretion von Typ2-Zytokinen beeinflussen,
die fiir die Entstehung von allergischen Reaktionen mitverantwortlich sind (POCHARD et al.,
2002).

Bei Miusen mit Blasentumor bewirkt die Behandlung mit Lactobacillus rhamnosus eine liber
das Immunsystem modulierte antikanzerogene Wirkung. Die Zahl der Lymphozyten und
Granulozyten war in dieser behandelten Gruppe ebenfalls hoher als in der Kontrollgruppe
(LIM et al., 2002).

Bei einer Studie mit Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium Bb 12 und Streptococcus
thermophilus konnte anhand eines Challenge-Versuchs mit Typhimuruim Type 21a gezeigt
werden, dass der spezifische IgA-Titer bei den probiotisch behandelten Personen hoher war
als in der Kontrollgruppe (LINK-AMSTER, 1994). Eine Behandlung von an Rotaviren
erkrankten Kindern mit Laktobacillus GG fiihrte zu hoherer Sekretion von spezifischen IgA
gegen Rotaviren und einer Reduktion der Dauer der Diarrhoe, verglichen mit unbehandelten
Kindern (KAILA et al, 1992). Durch die Aufnahme von Lactobacillus casei und
Lactobacillus acidophilus erhohte sich in dosisabhingiger Weise die IgA-Produktion der
Plasmazellen und der Ratio CD4"/CD8" (PERDIGON et al., 1991).

Die Behandlung von Ratten mit Sacchamyses boulardii  bewirkte einen Anstieg an
sekretorischem IgA im Darmlumen (BUTS et al., 1990). Bei der einwdchigen Fiitterung von
Saccharomyces boulardii oder der zweiwochigen Fiitterung von Bacillus cereus var toyoi an
Schweine erhohte sich der Anteil an IgA-produzierenden Plasmazellen im Diinndarm, bei
gleichzeitiger Abnahme der selben Zellen im Dickdarm (VAN BRIEL, 2002).

Wihrend eines Challenge-Versuches mit Salmonellen fiihrte die Behandlung mit Joghurt zur
hoheren Serum-IgA-Konzentration (PURI et al., 1996). Bei neugeborenen Kindern kam es
nach der Verabreichung des E. coli Nissle 1917 zu einer Steigerung der lokalen und
systemischen Produktion von IgA. (gesamt IgA). Bei oral mit Choleratoxin immunisierten
Miusen war die Konzentration von spezifischem IgA gegen das Choleratoxin im Serum und
im Kot hoher, wenn ihnen gleichzeitig bestimmte Milchsdurebakterien gegeben wurden

(VIERA et al., 1999).
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Saccharomyces boulardii bewirkte bei Menschen einen Anstieg der Leukozytenzahl
(NEUMANN et al.,, 1986). Milchsaurebakterien fiihrten in dosisabhingiger Weise zum
Anstieg der Anzahl IgA-produzierender Zellen im Darm (PERDIGON et al., 1995).

Die Behandlung von Ferkeln mit Enterococcus faecium von der Geburt bis zum Alter von 2
Monaten fiihrte allerdings zur keiner signifikanten Verdnderung — weder von fikalem IgA
noch von IgG im Serum (SCHAREK et al., 2003). Die Immunisierung von Miusen mit
Choleratoxin (CT), die zusitzlich zu den traditionellen Joghurtbakterien (Kontrollgruppe)
probiotische Keime, wie Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium infantis und
Bifidobacterium  bifidum (Probiotika-Gruppe) enthielten, zeigten signifikant mehr
Choleratoxin-spezifisches IgA im Serum und Kot. Hinsichtlich des Gehalts an spezifischen
IgG im Serum und im Kot gab es keinen Unterschied (TEJADA-SIMON et al., 1998).

Die Behandlung von Ferkeln mit Bifidobacterium bifidum bzw. Bifidobactirum breve rief
ebenfalls eine gesteigerte Antikdrperproduktion gegen Ovalbumin und Choleratoxine hervor
(ISOLAURI et al., 2001). Nach einer mehrwochigen Behandlung mit Saccharomyces
boulardii stieg die Expression von IL2-Rezeptoren auf den peripheren CD4" Lymphozyten
(VIERA et al., 1999). CD3" im Epithel und in der Lamina propria von Ferkeln, die mit
Laktobacillus casei behandelt wurden, waren signifikant geringer im Vergleich zu einer
unbehandelten Kontrollgruppe.

Die Zugabe von Saccharomyces boulardii oder Bacillus cereus var. toyoi (Toyocerin®)
fiihrte zur Verinderung der Darmlymphozyten beim Schwein. Wihrend die Anzahl von CD4"
im Jejunum groBer war, nahm ihre Anzahl im Dickdarm ab. CD8+ waren stirker vertreten im
Epithel des mittleren Jejunum und im proximalen Colon (VAN BRIEL, 2002).

Die Behandlung von Miusen mit Laktobazillen und Streptococcus thermophilus -haltigem
Joghurt fiihrte zum Anstieg der Anzahl der B-Zellen in den Peyerschen Platten (DE SIMONE
et al., 1988).

Ein signifikanter Anstieg der weilen Blutzellen mit phagozytotischer Aktivitdt wurde bei
Menschen nach einer dreiwochigen Aufnahme von B. bifidum und Lactobacillus acidophilus
beschrieben (SCHIFFRIN et al., 1997).

In-vivo- und in-vitro-Versuche zur Stimulierung der unspezifischen Abwehrmechanismen
durch Lactobacillus und Bifidobacterium-Stimme sind zahlreich.

Die Wirkung der Probiotika scheint von vielen Faktoren abhidngig zu sein. Je nach Art, Dauer
und Dosierung der probiotischen Behandlung variieren die erzielten Ergebnisse erheblich

voneinander.
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Bei einer Studie zum Einfluss von Probiotika auf Anzahl und Verteilung von Plasmazellen
und Lymphozytenpopulation in der Darmschleimhaut erhielten Ferkel Saccharomyces
boulardii oder Bacillus cereus als Mastfutterzusatzstoff. Saccharomyces boulardii bewirkte
eine deutliche Zunahme der IgA*-Plasmazellen und y8*-Lymphozyten. Bacillus cereus var.
toyoi fiihrte zur Zunahme der CD6'-T-Lymphozyten im mittleren Jejunum. Im proximalen
Jejunum kam es bei beiden Probiotika-Gruppen zu einer Abnahme der CD6"-T-Lymphozyten
im Zottenbereich und der zytotoxischen CD8*-T-Lymphozyten (VAN BRIEL, 2002).

Der Effekt der Probiotika auf das Zytokinmuster wurde in zahlreichen Studien untersucht.
Unter anderem untersuchte man das mRNA-Profil nach Behandlung mit verschiedenen
Probiotika. Bei einer Studie zum Einfluss von Probiotika auf Lebensmittelallergien bei
Kindern konnte gezeigt werden, dass probiotische Bakterien die Entziindungsreaktion
einerseits mildern, andererseits bei gesunden Probanden immunstimulierende Effekte haben.
Die Autoren sahen bei diesen Ergebnissen einen klaren Hinweis darauf, dass der probiotische
Effekt auf das Immunsystem maBgeblich vom Immunstatus des Wirtsorganismus abhingt und
mehr modulativen als stimulativen Charakter besitzt (PELO et al., 1998).

Eine Studie von KALLIOMAKI (2001) zeigte, dass Miitter, die in der Schwangerschaft
Laktobacillus GG erhielten und diese Keime nach der Geburt dem Kind und der stillenden
Mutter weiterhin gegeben wurden, die Inzidenz der atopischen Ekzeme bei den Kindern mit
hoherem familidren Risiko fiir atopische Dermatitis nach zwei und vier Jahren um die Hilfte
reduziert werden konnte (KALLIOMAKI et al., 2001).

In einer Studie von LODINOVA-ZADNIKOVA et al. (2003) konnte gezeigt werden, dass die
Verabreichung von E. coli-Stimmen an neugeborene Kinder die Hiufigkeit von Allergien und
rezidivierenden Infektionen im weiteren Lebenslauf (10 bis 20 Jahren) reduzierten.

Probiotika haben aber nicht nur positive Eigenschaften. Zahlreiche Studien zeigten, dass unter
bestimmten Umstdnden Probiotika negative Auswirkung auf die Wirtsgesundheit haben
konnten. Es wird zwischen drei Arten der moglichen negativen Eigenschaften von Probiotika
unterschieden: negative Auswirkung durch die Probiotika selbst, durch ihre
Stoffwechselleistung oder durch ihre Metaboliten.

Es wurde von Fillen mit systemischen Erkrankungen und Endocarditis berichtet, verursacht
durch Laktobazillen und Bifidobakterien oder andere LAB Bakterien . Von den Laktobazillen
wurden bei klinischen Fillen vor allem L. rhamnosus, L. casei und L. plantarum isoliert.
Auch Enterococcus faecium und Enterococcus faecalis mit Vancomycinresistenz wurden bei
klinischen Infektionen isoliert (FRANZ et al., 1999), aber auch von Saccharomyces boulardii

wurde im Zusammenhang mit klinischen Infektionen berichtet (HENNEQUIN et al., 2000).
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Eine sehr hohe Anzahl an probiotischen Bakterien im Diinndarm kann Diarrhoen und
Lisionen in der Schleimhaut auslosen, insbesondere durch exzessive Dekonjugation und
Dehydroxylation der Gallensdure (MARTEAU et al., 1999).

Zellwandkomponenten wie Peptidoglycan oder Polysaccharide der grampositiven Bakterien,
wie Laktobazillen, konnen Fieber, Arthritis oder Autoimmunerkrankungen hervorrufen
(HALLER et al., 2000).

Probiotika konnen evtl. Resistenzen auf andere Darmbakterien oder auf pathogene Keime

tibertragen. (MARTEAU et al., 1999; MCCONNEL et al., 1991).

2.5.4. Enterococcus faecium

2.5.4.1. Allgemeine Eigenschaften

Enterokokken gehoren zusammen mit den Genera Leuconostoc, Lactobacillus, Pediococcus
und Lactococcus zur Gruppe der Milchsdure-bildenden Bakterien. Die Enterokokken wurden
als Gruppe erstmals von THIERCELIN (1899) erwihnt. Er und JOUHAUD schlugen 1903
fiir grampositive Diplokokken intestinalen Ursprungs die Bezeichnung ,,Enterococcus* vor.
Das Genus Enterococcus wurde von KILLPER-BLAZ und SCHLEIFER (1984) erstmals
beschrieben. Sie bewiesen durch DNA:DNA und DNA: rRNA Hybridisierung, dass sich
Streptococcus faecium und Streptococcus faecalis genug von anderen Streptokokken
unterscheiden, um ihre Einteilung in ein eigenes Genus zu rechtfertigen. Seit 1984 resultierten
phylogenetische und taxonomische Studien in der Ordnung von 19 Spezies zum Genus
Enterococcus (DEVRIESE et al., 1993).

Heute sind 27 verschiedene Spezies bekannt, wobei E. faecalis und E. faecium die
bedeutsamsten sind (DUTHORN et al., 2004). Innerhalb des Genus wurden auBerdem vier
»dpeziesgruppen‘ etabliert. E. faecium wurde dabei zusammen mit E. durans, E. hirae und
E. mundii der ,,Faecium-Gruppe* zugeordnet. Es gibt keine phédnotypischen Charakteristika,
die die Enterokokken von anderen grampositiven, Katalase-negativen kokkenférmigen
Bakterien eindeutig abgrenzen (DEVRIESE et al., 1993). So gehoren die Enterokokken zu
den grampositiven Kokken, werden aufgrund ihrer Gruppenantigene in die Lancefield Gruppe
D eingeordnet und lassen sich innerhalb dieser Gruppe von anderen Gattungen durch
bestimmte phinotypische Kriterien unterscheiden (siehe Tabelle). Allerdings reichen diese
Kiriterien nicht fiir eine Abgrenzung von den Streptokokken aus, hierfiir sind als Wachstums-
und Toleranzkriterien die sogenannten ,,Sherman-Kriterien* entscheidend. Sie beinhalten das
Wachstum der Bakterien in einem Bereich von 10 bis 45° C, bei einem pH-Wert von 9,6 in

Anwesenheit von 6,5 % NaCl und 40 % Galle. AuBerdem kann zur Abgrenzung von den
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Streptokokken ein Galle-Ascullin-Agar zur Isolierung und der Nachweis der Pyrrolodonyl-
Peptidase (PRYase) dienen (ROLLE & MAYER, 2002).

Als Unterscheidungskriterien von E. faecium zu andern Enterokokkenspezies werden
angegeben (MUNDT, 1986): Die Bildung von Ammoniak aus Arginin, Wachstum in 0,1%
Methylenblaumilch, kein Tetrazolium, keine Decarboxylierung von Tyrosin, Sidurebildung
aus Melibiose und Sorbose, keine Saurebildung aus Melizitose. DEVRIESE et al. (1987)
fanden hingegen auch E. faecium-Stamme, die keine Sdure aus Melibiose, aber aus Meliziose
bilden. AuBerdem ergaben ihre Untersuchungen von 76 aus dem Darm unterschiedlicher
Tierarten isolierter E. faecium-Stimme, dass die meisten der Isolate von Sidugetieren keine D-
Raffinose bilden. Zwolf von 15 bei Rindern, vier von fiinf bei Hunden und zwei von 39 beim
Gefliigel isolierten Stimme reagieren Xylose-positiv, wihrend der Rest der Proben Xylose-
negativ war. Viele Stimme von E. faecium sind gegen das Antibiotikum Vancomycin und
andere Glykopeptidantibiotika resistent.

Es sind drei Phénotypen von Resistenzen bekannt, die dem Namen der codierenden Gene
entsprechen: VanA, VanB und VanC (KLEIN et al., 2000). Die Autoren fassten die
Eigenschafen dieser drei Phianotypen folgendermal3en zusammen: VanA ist hochgradig gegen
Vancomycin resistent (MIC >512 mg/l), aulerdem weist er eine Kreuzreaktion gegen
Teicoplanin auf (MIC 8 >mg/l). Das VanA-Gen ist auf einem Plasmid lokalisiert und somit
tibertragbar. Der VanB-Phinotyp besitzt eine nicht iibertragbare Resistenz gegen niedrige
Konzentration von Vancomycin (MIC>4 mg/l) und bleibt sensitiv fiir Teicoplanin (MIC > 4
mg/l). Der VanC-Phinotyp besitzt eine niedrige Resistenz gegen Avopracin (MIC>8-16 mg/l)
und ist sensitiv gegeniiber Teicoplanin. Es existieren auflerdem noch andere Gene, die
sekundir bei der Resistenz eine Rolle spielen (z. B. VanH, VanR, VanS, VanX, VanY und
VanZ).

E. faecium ist gegeniiber niedrigen pH-Werten und Gallensalzen resistent (LEWENSTEIN et
al., 1979; BELLOMO et al., 1980; CANGANELLA et al., 1996). Lebende E. faecium sind
auflerdem bei vielen Tierarten wie Mensch, Schwein, Rind, Pferd, Schaf, Hund, Katze, Ente,
Hase, Meerscheinchen, Hamster, Ratte und Maus im Kot nachweisbar (NOBLE, 1978;
CHENOWETH et al., 1990; LECTERC et al., 1996; DEVRIESE et al., 1994). Somit ist
anzunehmen, dass E. faecium die Passage durch den Verdauungstrakt der meisten Sédugetiere
tiberlebt. Obwohl einige Milchsédure-produzierenden Bakterien bereits seit Jahrhunderten in
fermentierten Milchprodukten angewendet werden und generell als sicher gelten (,,generally
recognised as safe”, [GARD]), sollten vor allem bei als Probiotikum neu angewendeten

Stammen immer mogliche negative Effekte im Auge behalten und die Anwendungssicherheit
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dieser Bakterien im Tierfutter und Lebensmittel sorgfiltig iiberpriift werden. Dies gilt vor
allem fiir E. faecium enthaltende Probiotika auf Grund der iibertragbaren
Glykopeptidresistenz und der Tatsache, dass sich unter den Enterokokken einige
opportunistische ~ Krankheitserreger befinden. Wie bereits erwihnt, haben viele
Untersuchungen ergeben, dass E. faecium im Kot der meisten Sdugetiere nachweisbar ist und
daher als normaler Bestandteil der Darmflora angesehen werden kann (NOBLE, 1978;
CHENOWETH & SCHABERG, 1990; LECLERC et al., 1996; DEVRIESE et al., 1996).

Eine Translokation von E. faecium ins Blut oder in andere Organe ist bei gesunden
Organismen sehr unwahrscheinlich. Im Bezug auf die Ubertragung von
Antibiotikaresistenzen konnte gezeigt werden, dass im Gastrointestinaltrakt der Maus das
Plasmid pAMP1 (fiir Makrolid-Resistenz), von Lactobacillus reuterii auf E. faecium und auf
E. faecalis ibertragen werden kann (MCCONNEI et al., 1991). E. faecium, die gegen
Vancomycin resistent sind, sind besonders gefihrlich (FRANZ & HOLZAPFEI, 1999), da
diese Resistenz Plasmid-codiert und Vancomycin eines der wenigen Antibiotika ist, das noch
effektiv gegen bestimmte multiresistente Keime wirkt (SALMINEN et al., 1998). Deshalb
sollten E. faecium vor ihrem Einsatz als Probiotikum auf jeden Fall auf eine
Vancomycinresistenz getestet werden. Der in dieser Arbeit als Probiotikum eingesetzte Keim

Enterococcus faecium NCIMB 10415 ist Vancomycin-empfindlich.

2.5.4.2. Wirkungsweise des Probiotikums E. faecium

Die Adhésion der probiotischen Bakterien an die Darmmukosa ist von Vorteil bei der
Ansiedlung und Vermehrung der probiotischen Bakterien im Darm (ALANDER et al., 1993).
Antagonistische Aktivitit gegen enteropathogene Keime (COCONNIER et al.,, 1993),
Modulation des Immunsystems (SCHIFFRIN et al., 1997) und eine Heilungsbeschleunigung
von geschidigter Darmmukosa sind besonders deutlich, wenn sich die Probiotika dauerhaft
im Darm angesiedelt haben (ELLIOTT et al., 1998).

JIN et al. (2000) untersuchten das Adhisionsverhalten des E. faecium in-vitro an porcinem
Muzin. Sie zeigten, dass ca. 9% der verabreichten Bakterien sich an das Muzin anheften
konnen. Nach Behandlung mit Trypsin reduzierte sich die Bindungsfihigkeit, was auf die
Proteinnatur dieser Bindung hindeutet (E. faecium 18C23 kann nach seiner Kolonisation im
Darm die Bindungsfihigkeit der enterotoxischen E. coli-Stimme K&88ac bei Ferkeln
signifikant reduzieren). Es ist nicht auszuschlie3en, dass es sich bei dieser Wirkung um eine
sterische Behinderung der Bindung handelt. Bei einer Untersuchung zum Einfluss von E.

faecium NCIMB 11508 bei Hiihnern konnte gezeigt werden, dass E. faecium keinen Einfluss
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auf die Gesamtzahl der Laktobazillen, Enterokokken, Coliformen oder Salmonellen im
Verdauungstrakt hat (NETHERWOQD et 1., 1999).

Dass zahlreiche Probiotika, darunter auch Enterokokken, in der Lage sind, sogenannte
Bakteriozine zu produzieren, ist seit langem bekannt. Bakteriozine stellen eine sehr
heterogene Gruppe aus wirksamen Mikromolekiilen dar, die in der Lage sind, das Wachstum
anderer Keime zu hemmen (OUWEHAND et al., 1999a, 1999b). Drei E. faecium-Stimme
sind in der Lage, hitzestabile Typ 2-Bakteriozine mit breitem Wirkungsspektrum zu
produzieren und dabei vor allem andere Enterokokken-Stimme, aber auch pathogene Keime,
wie Clostridien oder Listerien, zu hemmen (DU TOIT et al., 2000).

Die Behandlung von Sauen mit E. faecium fiihrte zur reduzierten Ubertragung von
Chlamydien auf die Ferkel (von 85% bei Kontrolltieren auf 60% nach Behandlung mit dem
Probiotikum (POLLMANN et al., 2005). SCHAREK et al., (2005) stellten fest, dass eine
orale Behandlung mit E. faecium zur Reduktion der Nachweishédufigkeit von B-hdmolytischer
E. coli und zur Abnahme der CD80o"-Zellen in IEL fiihrten. Die Durchfallhdufigkeit bei den
Absatzferkeln reduzierte sich deutlich nach der oralen Gabe von Entercoccus faecium
(SIMON et al, 2005). Der Effekt dieses Probiotikums auf die Morphologie der
Darmschleimhaut wurde von REITER et al. (2005) untersucht, es konnte aber kein Effekt der
probiotischen Behandlung auf die Zottenhohe, Kryptentiefe, die Proliferationsrate der

Darmepithelzellen oder den Anteil der Becherzellen festgestellt werden.
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3. Versuchstiere, Material und Methoden
3.1. Material
3.1.1. Reagenzien, Verbrauchsmaterialien und Geriite

3.1.1.1. Reagenzien

Coulter Clenz, Nr. 8448222, Beckman Coulter, Krefeld
BD-FACS-Flow, BD Biosciences , Heidelberg
Bovines Serumalbumin
Bovines Serumalbumin, Nr. A7030. Sigma-Aldrich, Steinheim
DL-Dithiothreitol (DTT)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
EDTA
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Fettstift
DAKO pen, Nr. S2002, DAKO, Glostrup
Ficoll
Ficoll-Paque plus 17-1440-02, Amersham Biosciences
HBSS
HANK’s gepufferte Salzlosung (HBSS), Ca- und Mg-frei, 10543-F, Cambrex

Bioscience, Belgien

Na,CO;s-Natriumcarbonat, C. Roth, Karlsruhe
NaHCOs-Natriumhydrogencarbonat, Merck, Darmstadt
NaCl-Natriumchlorid, C. Roth, Karlsruhe
Na,HPO, x.2H,0-di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat, C. Roth, Karlsruhe
KH,POy-Kaliumdihydrogenphosphat, C. Roth, Karlsruhe
Penicillin/ Streptomycin

Penicillin G (5000 U/ml)/ Sreptomycin-Sulfat (5000 g/ml) Invitrogen, Karlsruhe
Percoll

17-0891-01, Density 1,13 g/ml, Amersham Bioscience, Freiburg
Plastikpasteurpipetten

Nr. 4894.1, Roth, Karlsruhe
Propidiumiodid

Nr. P4170, min 95% (HPLC), Nr. 904153 Sigma-Aldrich, Steinheim
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Objekttrager
Nr. J2800AMNZ, Menzel Gldser GmbH & Co KG, Braunschweig
RNase-free DNase
Nr. 74124, Qiagen GmbH
RPMI
RPMI-1640-Medium, mit L-Glutamin, mit Phenolrot, 12-702-F, Cambrex Bioscience,
Belgien
Trypanblau-Losung, 0,4 %
Nr. T8157, Sigma-Aldrich, Steinheim

3.1.1.2. Mikroorganismen

3.1.1.2.1. Das Probiotikum Enterococcus faecium SF68 (NCIMB 10415)

Der als Probiotikum verwendete E. faecium Stamm NCIMB 10415 ist auch unter der
Bezeichnung E. faecium SF68 registriert (MANNER und SPIELER, 1997; BENYACOUB et
al., 2005). E. faecium NCIMB 10415 wurde unter dem Handelsnamen Cylactin® von Cerbios-
Pharma (Batch no. AGO0551, Barbengo, Switzerland) als Futter-Additiv bezogen und in
Kapselform (Mikrokapseln) den Futterpellets bei 50°C beigemischt. Nach Angaben des
Herstellers zeigt dieses Probiotikum keine Resistenz gegen Vancomycin; es ist auch nicht
moglich, eine derartige Resistenz zu induzieren (kein vanA, vanB und vanC-Gen). Die
Resistenz gegeniiber Erythromycin ist sehr gering, und kann nicht auf andere Enterokokken
tibertragen werden. Ferner ist dieses Probiotikum, wie andere Stimme dieser Spezies,
empfindlich gegen Benzylpenicilline, Aminopenicilline, Imipenem, Tetracycline und
Chloramphenicol.

Die Konzentration des supplementierten E. faecium wurde zu verschiedenen Zeitpunkten

gemessen (Anhang Tabelle 11-12).

3.1.1.2.2. Salmonella typhimurium DT104

Es wurde mit einer genetisch verdnderten Variante des Stammes S. typhimurium DT104
(nalidixinsédureresistente Variante von BB439) mit der Bezeichnung BB440 gearbeitet. Beim
Wildstamm handelte es sich um einen multiresistenten S. typhimurium-Stamm (DT104) aus
dem Institut fiir Tierhygiene und Offentliches Veterinirwesen der Universitit Leipzig. Dieser
Stamm wurde im Bundesinstitut fiir Risikobewertung (Berlin) zusitzlich resistent gegen

Nalidixinsdure gemacht. AnschlieBend wurde im Institut fiir Mikrobiologie der FU Berlin aus
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dem Wildstamm durch die Transformierung mit dem Plasmid pFVP25.1 die genetisch
veranderte Variante hergestellt (BB440). Das Plasmid pFVP25.1 triagt ein Kanamycin
Resistengen aph als Selektionsmarker und kodiert fiir das ,,green fluorescent protein* (GFP).
Die Expression dieses Proteins wird kontrolliert vom ,,S. typhimurium ribosomal protein gene
rpsM  promoter®. Resistenzen gegeniiber Ampicillin, Chloramphenicol, Streptomycin,
Tetracyclin, Sulfonamide und Spectinomycin wurden beschrieben. Dieser Stamm ist sensibel
gegen viele Antibiotika, wie z. B. Neomycin und Gentamicin.

Das Inokulum wurde einen Tag vor der Infektion als Starterkultur in 5 ml LB-
Vollmediumbouillon iiber Nacht bei 37°C vorbereitet. Am folgenden Tag wurde eine 100 ml-
Schiittelkultur mit 1 ml der Starterkultur beimpft und kontinuierlich geschiittelt. In
regelméfigen Zeitabstdnden erfolgte die Priifung des Zellgehaltes anhand einer Eichkurve mit
einem Klett-Triibungsgerit. Die genaue Keimzahl wurde mit dem Spiralplattenverfahren
bestimmt. Aus dieser Suspension wurden jeweils 5 Spritzen mit je 10 ml aufgezogen und im

Kiihlschrank bis zur Infektion gelagert.

3.1.1.3. Antikorper fiir die Durchflusszytometrie
3.1.1.3.1. Priméire monoklonale Antikorper
Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten AntikOrper sind in der folgenden Tabelle

aufgelistet:

Tabelle 3-1 Primidre monoklonale Antikoper mit Angaben von Antigen, Isotyp, Klon und
Herkunft

Spezifitit chagl(:gie/ Isotyp Ka;ilog' Verkiufer in
P (Konjugation) ’ Deutschland
Nummer
Acris Antibodies
mouse anti-pig GmbH
CDI 76-7-4 IgGa, V76-7-01 D-32120
Hiddenhausen
mouse anti-pig . . .
CD3- BB238E6 | 120 451108 | Biozol Diagnostika
oo (biotinyliert) D-85386 Eching
biotinyliert
mouse anti-pig 1 IgGopy, i Biozol Diagnostika
CD4-FITC J4-12-4 (FITC —konjugiert) 4515-02 D-85386 Echlng
mouse anti-pig Y [2Goax i Biozol Diagnostika
CD8a-PE 76-2-11 (PE-konjugiert) 4520-89 D-85386 Eching
. Acris Antibodies
mouse anti-pig PG 164 A T6Gona VPG 164- GmbH
CD8p 05 D-32120
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Hiddenhausen
mouse anti-pig i Biozol Diagnostika
WCD11R1 MIL-4 126G MCA 1220 | ") 85386 Eching
mouse anti-oi Serotec GmbH
D14 PIE 1 MIL-2 IgGap MCA 1218 D-40210
Diisseldorf
Acris Antibodies
mouse anti-pig GmbH
CDI16 G7 IgG, SM1732 D-32120
Hiddenhausen
mouse anti-oi Serotec GmbH
D18 PIZ | pNK-I 1¢G, MCA 1972 D-40210
4 Diisseldorf
mouse anti-pi BB6- SouthernBiotech
e pis 11C96 IgG1x 4530-01 Birmingham
: AL 35260 USA
Acris Antibodies
mouse anti-pig GmbH
CD25 K231.3B2 IgG SM 561 D-32120
Hiddenhausen
mouse anti-pig Biozol GmbH
CD45 MAC323 1gGa, 01803 D-85386
CD45RA MIL-13 12Go, MCA 1751 Bl‘]’)z_ogls(;&bH
. Acris GmbH
mouse a1 PIE | pGBL22A IsG, VP%Ig 22- D-32120
i Hiddenhausen
. Acris GmbH
moul\s/f;gt}'plg 74-11-10 1eGap v 76‘5'1 I- D-32120
Hiddenhausen
mouse anti-pi Serotec GmbH
Toh P& | k61 1B4 I¢G, MCA683 D-40210
£ Diisseldorf
3.1.1.3.2. Nachweisantikorper

Die primédren Antikorper mouse anti-pig CD4 und mouse anti-pig CD8a sind jeweils mit den
Farbstoffen FITC bzw. PE gekoppelt. Hier bedarf es keiner Nachweisantikorper zur Detektion
der positiven Zellen. Bei dem mouse anti-pig CD3 handelt sich um einen Antikorper, der mit
Biotin konjugiert ist. Zum Sichtbarmachen einer positiven Reaktion wurde hier die
Streptavidin-Biotin-Methode benutzt. Streptavidin ist ein 60 KDa Tetramer, welches eine
starke Affinitdt gegeniiber Biotin aufweist, dariiber hinaus bindet ein Molekiil Streptavidin bis
zu 4 Molekiile Biotin, wodurch eine sehr hohe Sensitivitit entsteht. Das Streptavidin ist

seinerseits mit PC5 gekoppelt. PCS ist ein Farbstoff, mit einem Exitationsmaximum bei
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488 nm und ein Emissionsmaximum bei 670 nm, wodurch eine Detektion im

Durchflusszytometer moglich wird.

Tabelle 3-2 Nachweisantikorper mit Angaben von Antigen, Isotyp, Klon und Herkunft

Farbstoff | Isotyp Spezifitit Bestellnummer | Verkiufer
Goat anti-mouse Beckmann
FITC Goat F(ab’)2 TeG(H+L) IMO819 Coulter,
Kriefeld
, . Beckmann
PE G‘;f:aﬂggt)z Coat é‘;ﬁﬂ‘;“se IMO855 | Coulter,
£ Kriefeld
Strepav- Beckmann
idin-PC5 IM3327 Cqulter,
Kriefeld

3.1.1.4.Verbrauchsmaterialien

Chirurgisches Besteck, Nr. 3607.1, Nr. 3545.1, H 760.1. Carl Roth, Karlsruhe
Erlenmeyerkolben, Becher, Flaschen verschiedener Grof3en aus Glas, steril, Instituts-Inventar
Glaspipetten, steril, 5 ml, 10, ml und 30 ml

Bechergliser, steril

Gaze, Sefar Nitex 03-200/47, Maschenweite 200 x 2um, Sefar GmbH, Wasserburg
FACS-Rohrchen (Polystyrol, 12 x 75 mm, Falcon). BD Bioscience, Heidelberg
Handzahler, neoLLab Nr. 880117509, NeoLab, Berlin

Latex-Einmalhandschuhe, C. Roth, Karlsruhe.

Pasteurpipetten, steril, C. Roth, Karlsruhe.

Pipettenspitzen 0,5-10; 10-100; 30-300; 100-1000; 500-5000 pl, Greiner, Frickenhausen
ReaktionsgefiBle 2 ml; Eppendorf

Skalpellklingen, steril

S-Monovetten, 9 ml, Li-Heparin

3.1.1.5. Geriite

Dampfsterilisator, Varioklav H+P Labortechnik, OberschlieSheim
Durchflusscytometer Coulter® Epics® XL/XL-MCL mit 488 nm-Argon-Laser
Auswertungssoftware EXPO32° MultiComp, Beckman Coulter, Krefeld

Feinanalysenwaage, Sartorius AG, Gottingen
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Héamozytometer-Deckgliser, Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Inkubationsschiittler, Certomat IS, Vitaris AG, Baar
Kiihlzentrifuge- 5417 R; Eppendorf

Kurzeitmesser, C. Roth, Karlsruhe

Magnetriihrer, Monotherm, H+P Labortechnik, OberschlieBheim
Mikroskop, Hund Labormikroskop H 600 Wilo-Prax, Bonn
Mikropipetten, verschiedene Gréen, Eppendorf Research, Eppendorf
Neubauerzidhlkammer, Nr. 318-100-20232 Mercateo

Vortex-Typ Vortex Genie 2; Scientific Industries Inc., Botemia
Wasserbad, Memmert Modell WNB, Schwabach

Zentrifuge, Heraeus Laborfuge 400R, 75008162

3.1.2. Losungen
Auffangmedium
HBSS (ohne Ca** und Mg™*)
Gentamycin und Penicillin-Streptomycin: 2000 IE /2mg
Gentamicin: 500 pg/ml
DTT/HBSS
HBSS (ohne Ca** und Mg™")
0,154 g DTT
1,192 g Hepes
EDTA/HBSS
HBSS (ohne Ca** und Mg”*)
0,186 g EDTA
0,119 g Hepes

Erythrozytenlysis-Puffer
KH,PO4 0,01 g/l
EDTA 0,0037 g/l
NH,4Cl, 0,83 g/l
Aquadest. ad 100 ml
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Phosphat-gepufferte Salzlosung (PBS)

NaCl 8 g/l

KCl 0,2 g/l
KH,PO4 0,2 g/l
Na,HPO, x H,O 1,35 g/l
Aqua dest. ad 1000 ml

PBS-0,2 % BSA

Percoll 90 % in HBSS

Percoll 70% in HBSS

Percoll 40 % in HBSS

Percoll 25% in HBSS

Propidiumiodid Spg / ml in PBS (Endkonzentration zur Firbung der Zellen)

3.1.3. Studiendesign

3.1.3.1. Versuchstiere

Diese Arbeit stellt ein Teilprojekt eines interdisziplindren Forschungsprojekts dar und wurde
im Rahmen des DFG-Forschungsprojektes ,,Integrative Analyse der Wirkungsmechanismen
von Probiotika beim Schwein® zur Wirkung des probiotischen Futterzusatzes E. faecium
NCIMB 10415 (Cylactin®) erstellt. Die Tiere wurden im Institut fiir Tiererndhrung des
Fachbereichs Veterindrmedizin der Freien Universitit Berlin gehalten. Die experimentelle
Infektion mit Salmonella typhimurium DT104 sowie die Totung der Ferkel fanden im

Bundesinstitut fiir Risikobewertung (BfR) statt (Abb. 3.1 und Abb. 3.2).

Decktermin Abferkeln Absetzen von Ferkeln

-114 -90 0 28 Tage (a.p. bzw p.p.)

. Alleinfutter fiir tragende Sauen I Alleinfutter fiir laktierende Sauen *

Abb. 3.1 Ubersicht iiber die Sauenhaltung
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*Absetzen
eTransport

eInfektion mit Samonella
typhimurium Dt 104

Geburt

15

0 28 29 31
L Saugferkelfutter (F I) I Futter fiir Aufzuchtferkel (FII)
I Tétung von 2 Ferkeln
Toétung von 2 (28 Tage p.i.)

56 Alte (Tage)

Ferkeln (71 Std.p.i)

Tétung von 2
Ferkeln (24 Stdp.i.)

Toétung von 2
Ferkeln (3 Std.p.i)

Abb. 3.2 Ubersicht iiber die Ferkelhaltung

Als Versuchstiere dienten Sauen und ihre méannlichen und weiblichen Ferkel (nicht kastriert,
Schwiinze nicht kupiert) der Rasse Deutsche Landrasse x Duroc, die entweder mit Ebern der
Hybridrasse Belgische Landrasse x Hampshire oder der Belgischen Landrasse x Duroc
gedeckt wurden. Konnte mit dem Natursprung keine Befruchtung erreicht werden, erfolgte
die kiinstliche Besamung mit Sperma von reinrassigen Duroc-Ebern. Alle tragenden Sauen
wurden in Boxen mit Betonboden ohne Einstreu und in Gruppen von drei bis vier Tieren
gehalten. Zehn Tage vor dem Abferkeltermin wurden die tragenden Sauen der Kontroll- oder
der Probiotikum-Gruppe zugeteilt. Ab diesem Zeitpunkt wurden sie einzeln gehalten.
Laktierende Sauen standen mit ithrem Wurf in Abferkelbuchten mit Teilspaltbdden ohne
Stroh. Damit ein Wurf in den Versuch aufgenommen werden konnte, mussten 24 Stunden
nach Ende der Geburt mindestens neun, aber nicht mehr als 15 lebende Ferkel vorhanden
sein. Die Gruppen wurden nach der Einteilung rdumlich so voneinander getrennt, dass keine
Moglichkeit zum Kontakt bestand. Fiir beide Versuchsgruppen wurden die Ferkel mit 28
Lebenstagen abgesetzt. Es wurden keine Antibiotika, weder bei den Sauen, noch bei den
Ferkeln angewendet. Medikamente, welche in der Lage sind, das Darmmilieu zu beeinflussen,
wurden nicht eingesetzt. Das Lichtprogramm umfasste 16 Stunden Licht und 8 Stunden

Dunkelheit, Raumtemperatur 21° C, relative Luftfeuchtigkeit 65%. Die Raumtemperatur in
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den Flat-Decks betrug direkt nach dem Absetzen ca. 26 °C und wurde mit zunehmendem
Alter der Ferkel reduziert. Alle Tiere wurden vor der Infektion serologisch auf Salmonellen
mittels ELISA-Testsystem, Salmotype® Pig STM-WCE (LDL, Leipzig) im Bundesinstitut

fiir Risikobewertung (Berlin) untersucht und waren negativ.

3.1.3.2. Interventionsstudien

In diese Arbeit gingen ausschlieBlich Proben von Ferkeln ein. Insgesamt wurden fiinf
Versuchsreihen mit jeweils einem Probiotikum- und einem Kontrollwurf durchgefiihrt. Die
Ferkel wurden am Tag ihres Absetzens zur Bundesanstalt fiir Risikobewertung transportiert,
dort fand ihre Infektion mit Salmonella typhimurium DT104 statt. Die anschliefenden
Totungen erfolgten 3, 24, 71 Stunden und 28 Tage nach der Infektion. Welches Ferkel zu
welcher Zeit getotet werden sollte, wurde vor der experimentellen Infektion mit Salmonella

typhimurium DT104 per Losverfahren entschieden. (Tabelle 3-3)

Tabelle 3-3 Ubersicht zu den Altersgruppen der getdteten Ferkel

Totungstermin | Probiotikum-Gruppe | Kontrollgruppe
Alter der Tiere | in Stunden Zahl der Zahl der Gesamt

p.i. getoteten Tiere getoteten Tiere

28 Tage 3 10 10 20

29 Tage 24 10 10 20

31 Tage 71 10 10 20

56 Tage 672 10 8 18

Gesamtheit aller getoteten Tiere 78

3.1.3.3. Versuchsdiiten

Das verwendete Grundfutter der Sauen basierte auf Gerste und Weizen. Ferkel hingegen
bekamen ein auf Weizen und Sojabohnen-Mehl basierendes Futter. Die Fiitterung der Sauen
erfolgte zweimal tédglich. Die Fiitterungsmenge war bei tragenden Sauen abhingig von ihrem
Korpergewicht und bei laktierenden zusitzlich abhéngig von der Wurfgroe. Tragende bzw.
laktierende Sauen erhielten keine Probiotika. Gesdugte Ferkel (Saugferkel) erhielten ad
libitum Zugang zu dem ,,Pre-Starter*-Grundfutter (FI) vom 15. bis zum 28. Tag nach der
Geburt (Anhang, Tabelle 11-1). Die Ferkel wurden am 28. Lebenstag von der Muttersau
getrennt (abgesetzt), von da an in Gruppen gehalten und je nach Gruppenzugehorigkeit auf

eine probiotikumhaltige bzw. nicht supplementierte Futterration umgestellt. Die Fiitterung der
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Ferkel erfolgte ab dem 29. Lebenstag ad libitum mit Futter fiir abgesetzte Ferkel (FIL
Tabellel1-2).

In der probiotisch behandelten Tiergruppe waren im Saugferkelfutter (vom 15. bis zum 28.
Lebenstag) im Mittel 7,5.10° (3,1 SD) probiotische Zellen/g Futter, im Absatzferkelfutter
(vom 29. bis 56. Lebenstag) waren 4,4.106 (2,7 SD) probiotische Zellen/g Futter.

Tragende Sauen bekamen 2,2 10° (0,92 SD) probiotische Zellen/g Futter und laktierende
Sauen ca. 1,4.106 (0,57 SD) (Tabelle 11-3 und 11-4).

Alle Tiere hatten jederzeit freien Zugang zu Trinkwasser.

Die Ferkel wurden entsprechend der arabischen Ziffern der Mutter und mit romischen Ziffern,
entsprechend der WurfgroBe, gekennzeichnet (z. B. Muttersau Nr. 2, mit 12 Ferkeln —2/XII.)
(Anhang Tabelle 11-5 bis 11-8).

3.1.3.4. Infektion mit Salmonella

Die experimentelle Infektion mit Salmonella typhimurium DT104 fand fiir alle Ferkel eines
Wurfes am gleichen Tag statt. Die Tiere wurden sediert, und per Magenschlundsonde wurden
ca. 2 ml einer Schiittelkultur verabreicht, welche die Infektionsstimme enthielt. Die
Schiittelkultur wurde fiir jeden Infektionsversuch einen Tag vor der Infektion aus einer
Starterkultur in LB-Vollmediumbouillon iiber Nacht bei 37°C angesetzt. Fiir die Infektion
wurden 100 ml Schiittelkultur mit 1 ml der Starterkultur beimpft. Eine Ubersicht iiber die
Infektionsdosis der Salmonella typhimurium DT104 pro Durchgang ist aus der Tabelle 11-10

im Anhang zu entnehmen.

3.1.3.5. Totung der Tiere

Am 28. Lebenstag (Tag des Absetzens) wurden die Versuchstiere (Ferkel) in das
Bundesinstitut fiir Risikobewertung transportiert, wo die experimentelle Infektion mit
Salmonella typhimurium DT104 stattfand. Fiir jede Versuchsreihe wurde jeweils ein
Probiotikum- oder Kontroll-Wurf, mit mindesten neun Ferkeln transportiert. Die Infektion mit
Salmonellen fand fiir alle Tiere eines Wurfes gleichzeitig statt.

Fiir jeden To6tungszeitpunkt wurden jeweils zwei Ferkel mit medianem Gewicht aus dem
jeweiligen Wurf zuféllig ausgewihlt. Die Sedierung erfolgte mit Ketamin (Ketamin 10%ig,
Heinrich Fromme GmbH) in einer Dosierung von 0,2 ml/kg KGW und Azaperon (Stresnil
von Janssen-Cilag) in einer Dosierung von 0,1 ml/Kg KGW im Verhiltnis 2:1. Die Narkose
erfolgte durch eine intraperitoneale Injektion von Pentobarbital (Eutha 77 von Essex) in einer

Dosierung von 0,8 ml/kg KGW.
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Uber einen Zugang zu einer Vena jugularis wurden Blutproben genommen. Nach der
Eroffnung der Bauchhohle (entlang der Linea alba) wurde der Magen-Darm-Trakt exploriert

und die Tiere anschlieBend durch Injektion einer Uberdosis Pentobarbital getétet.

3.1.3.6. Probenentnahme und —transport

Nach der Exploration des Magen-Darm-Traktes wurde der Darm durch zwei Klemmen am
Duodenum und Colon abgeklemmt. Der Darm wurde dann vorsichtig von den Gekrosen
gelost.

Die Entnahme der Darmproben erfolgte immer nach vorherigem Abklemmen mit Hilfe zweier

Klemmen proximal und distal des zu untersuchenden Darmabschnitts. (Abb. 3.3)

50 cm des Jejunum
(beginnend am Ende
des Duodenum) fiir
die Isolierung von : ~—
IEL r 'Fa < Distal PP: ca 30 cm aus dem

Endstiick des Jejunum (an lleum
und Caecum grenzend)

Magen

Proximale PP
(3 bis 5
Lokalistaionen)

Abb. 3.3 Entnahmestellen der Gewebsproben aus dem Darm nach NICKEL & SCHUMMER,
1987; modifiziert durch Reiter (2005)
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3.2. Methoden

3.2.1. Isolierung von Immunzellen aus den verschiedenen Organen

3.2.1.1. Isolierung mononuklearer Zellen aus Peripherblut

Als Probenmaterial dienten Citrat-Blutproben, entnommen aus der Vena jugularis der Ferkel
beider Versuchsgruppen. Zur Isolierung mononuklearer Zellen wurde die Methode nach
Solano-Aguilar und Mitarbeiter (2000) angewendet.

5 ml Citrat-Blut wurde 1:2 mit Phosphat-gepuffereter Salzlosung (PBS) verdiinnt, diese 10 ml
wurden dann vorsichtig mit einer Plastikpasteurpipette auf 5 ml Histopaque® geschichtet.
Nach Zentrifugation (800 x g, 20 min) wurde die Interphase (buffy coat) mit einer
Plastikpasteurpipette abgenommen, mit 5 ml Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS, Calcium-
und Magnesium-frei) gemischt und zentrifugiert (300 x g, 10 min). Das Zellsediment wurde
dann in 5 ml HBSS aufgenommen und mit 30 ml Erythrozytenlyse-Puffer aufgenommen.

In diesem Ammoniumchlorid-Puffer verblieben die Zellen fiir 5 Minuten bei
Raumtemperatur. Nach einer weiteren Zentrifugation (300 x g, 10 min) wurde das Zellpellet
in RPMI resuspendiert und zur Beseitigung der Thrombozyten erneut zentrifugiert (300 x g,
10 min). Die Thrombozyten konnten jetzt mit dem Uberstand entfernt werden. Das Pellet

wurde je nach GroBe in 4 bis 7 ml RPMI resuspendiert.

Die Bestimmung der Anzahl lebender Zellen wurde iiber die Anfirbung der toten Zellen mit
Trypanblau und anschlieBender Zidhlung der nicht gefidrbten Zellen in einer Neubauer
Zihlkammer durchgefiihrt. Bis zur weiteren Verarbeitung erfolgte die Aufbewahrung der

Zellen bei 4° C.

Tabelle 3-4 Ubersicht zu Altersgruppen der Tiere, aus denen Blutproben stammten

Entspricht
in Tagen vor bzw.
nach der Infektion mit
S. typhimurium DT104

Blutproben | Alter der Ferkel

5 ml Citratblut | 21 Tage 7 Tage ante infectionem

5 ml Citratblut | 28 Tage 3 Stunden post infectionem

5 ml Citratblut | 29 Tage 24 Stunden post infectionem
5 ml Citratblut | 31 Tage 71 Stunden post infectionem
5 ml Citratblut | 56 Tage 672 Stunden post infectionem
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3.2.1.2. Isolierung von Immunzellen aus der Milz

Auch hier wurde die Methode nach SOLANO-AGUILAR und Mitarbeiter (2000)
angewendet.

Als Probenmaterial wurde hier ein ca. 5x5x3 cm groBles Milzstiick aus Ferkeln beider
Versuchsgruppen entnommen. Dies geschah kurz nach der Tétung. Nach der Entnahme
wurde das Gewebsstiick in Transportmedium aufgenommen und bei 0° C transportiert. Die
weitere Verarbeitung fand bei Raumtemperatur und unter der Laminar-Flow-Box statt. Als
erstes wurde das Milzgewebe mit Hilfe von zwei Skalpellen auf einer Petrischale zerkleinert.
Der Gewebebrei wurde mit RPMI durch eine Gaze (200um Maschenweite) gefiltert und
verworfen. Die dabei gewonnene Zellsuspension wurde zentrifugiert (320 x g, 10 min). Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet, je nach GroBe, in 2 bis 5 ml RPMI
aufgenommen; und die Zellen dabei mit Hilfe einer Plastikpasteurpipette vorsichtig
resuspendiert. 5 ml Erythrozytenlyse-Puffer pro 1 ml Zellsuspension wurden dazu gegeben,
fiir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschliefend sofort zentrifugiert (320 x 10 min).
Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in RMPI aufgenommen. Die Bestimmung
der Anzahl lebender Zellen wurde iiber die Anfiarbung der toten Zellen mit Trypanblau und
anschlieBender Zihlung der nicht gefirbten Zellen in einer Neubauer Zihlkammer
vorgenommen. Bis zur weiteren Verarbeitung wurden die Zellen bei 4°C aufbewahrt. Bei
allen Reagenzien und Verarbeitungsschritten wurden, sofern nicht anders beschrieben,

Raumtemperatur eingehalten.

3.2.1.3. Isolierung der Immunzellen aus den Peyerschen Platten

Als Probenmaterial aus der distalen PP dienten 2x30 cm lange Streifen aus der ca. 2 m langen
distalen Peyerschen Platte (Abb. 3-3). Als Probe aus den proximalen PP dienten 2 bis 3
Platten, die in der Regel ca 3 x 2x0,5 cm grof3 waren. Das Darmstiick, das die entsprechenden
Platten enthilt, wurde ausgeschnitten, von seinem Inhalt befreit und mit PBS mehrmals
gespiilt. Die einzelnen proximalen PP wurden sorgfiltig vom umliegenden Gewebe mit Hilfe
einer scharfen Klinge freipripariert und im Transportmedium aufbewahrt. Aus der distalen PP
wurden zwei Streifen a 30 cm, wie eben beschrieben, pripariert und im Transportmedium

aufbewahrt. Bis zur weiteren Verarbeitung wurden die Proben auf Eis gestellt.
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3.2.1.4. Isolierung von Immunzellen aus mesenteriellen Lymphknoten
Hierfiir wurden ein ca. 5 x 4 x 3 cm groBes Gewebsstiick aus den Noduli lymphatici jejunales
(4uBere Platte) entnommen. Die weitere Verarbeitung glich der Isolierung von Immunzellen

aus der Milz.

3.2.1.5. Isolierung von Immunzellen aus Tonsillen
Zwei Gewebsstiicke von ca. 2 x 2x 0,5 cm wurden von den Tonsilla paraepiglottica und der
Tonsilla palatina gewonnen. Die weitere Verarbeitung glich der Isolierung von Immunzellen

aus der Milz.

3.2.1.6. Isolierung der intraepithelialen Lymphozyten (IEL)

Zur Isolierung von IEL wurde die Methode nach Solano-Aguilar und Mitarbeiter (2000)
angewendet. Ein 50 cm langes Darmstiick aus dem proximalen Jejunum wurde hierfiir
entnommen (Abb. 3.3).

Nach der Entleerung und mehrmaligem Spiilen mit PBS wurde das Darmstiick erdffnet. Die
darin enthaltenen Peyerschen Platten wurden sorgfiltig entfernt, anschlieBend diese
Darmprobe in ca. drei cm lange Stiicke zerkleinert und im Transportmedium und auf Eis bis
zur weiteren Verarbeitung aufbewahrt. Unter der Laminar-Flow-Box wurden diese
Darmgewebsstiickchen nach der Entfernung des Transportmediums in einen Kolben mit
30 ml HBSS-DTT-Medium iiberfiihrt. Es folgte eine fiinfminiitige Inkubation bei 37° C im
Schiittelinkubator, diese Behandlung sollte den Mukus von dem Epithel 16sen. AnschlieBend
wurde das Gemisch iiber eine Gaze (200 um Maschenweite) filtriert. Die Gewebsstiicke
wurden dann von der Gaze in ein steriles Becherglas mit 30 ml HBSS-EDTA iiberfiihrt. Es
folgte anschliefend die Inkubation fiir 30 min bei 37° C im Schiittelinkubator, um die
Epithelzellen aus dem Zellverbund zu losen. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde das
Gewebe erneut iiber die Gaze gegossen.

Die Zellsuspension, welche die IEL enthielt, wurde in einem sterilen Becherglas aufgefangen,
in ein 50 ml Falcon-Ro6hrchen iiberfiihrt und zentrifugiert (600 x g, 5 min, 4° C). Das Pellet
wurde dann in 10 ml RPMI resuspendiert und bis zur weiteren Verarbeitung auf Eis gestellt.
Diese Reinigung der IEL aus dem Darmgewebe wurde drei Mal wiederholt, und die dabei
gewonnenen 30 ml Zellsuspension aus allen drei Etappen der Reinigung wurden vereinigt,
mit 50 ul DNase behandelt, fiir 5 min im Wasserbad bei 37° C inkubiert und anschlieend
zentrifugiert (600 x g, 10 min, 4° C).
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Das dabei gewonnene Pellet wurde in 30ml 25%-igem Percoll resuspendiert und anschlie3end
zentrifugiert (600 x g, 20 min, 4° C). Als Folge dieser Behandlung trennte sich der Zelldebris
untergegangener Zellen von den lebenden Zellen (im Sediment) und lieB sich oberhalb der
Percoll-Schicht mittels einer Pasteurpipette entfernen. Der restliche Uberstand wurde
verworfen, das Pellet rasch in das RPMI aufgenommen und anschlieend zentrifugiert (300 x
g, 10 min, 4°C).

Das Pellet wurde in RPMI resuspendiert und mit der 5- bis 10-fachen Menge an Erythrozyten-
Lysis Puffer fiir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend zentrifugiert (300 x g,
10 min, 4° C). Das Pellet wurde je nach Grofe in 30 bis 45 ml RPMI resuspendiert. Die
Bestimmung der Anzahl lebender Zellen wurde iiber die Anfdarbung mit Trypanblau und
anschlieBender Zihlung in einer Neubauer Zdhlkammer durchgefiihrt.

Bis zur weiteren Verarbeitung wurden die Zellen bei 4°C aufbewahrt. Bei allen Reagenzien
und Verarbeitungsschritten wurde, sofern nichts anderes beschrieben, Raumtemperatur

eingehalten.

Tabelle 3-5 Ubersicht zu den untersuchten Proben an verschiedenen Tétungszeitpunkten
(*gleich untersucht)

Totungstermin: Al
in Stunden ter Gewebeproben
der
nach der Tiere
Infektion mit . Dist. . Prox. | Lymph-
Salmonella (Tag) Blut | Milz PP IEL | Tonsillen PP Knoten
3 Stunden 28 * * *
24 Stunden 29 * * * * * *
71 Stunden 31 * * * * * *
672 Stunden 56 * * * * * *

3.3. Durchflusszytometrische Messungen

3.3.1. Grundlage der Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie auch FACS (Fluorescence Aktivated Cell Scanning) ist eine
Analyse der optischen (physikalischen und molekularen) Eigenschaften von Partikeln (Zellen,
Bakterien, Kunststoffkiigelchen usw.) in einem Fliissigkeitsstrom (Durchfluss). Eine
Hauptanwendung besteht darin, mit Hilfe von Fluoreszenzfarbstoff-markierten Antikérpern

bestimmte Eigenschaften (z. B. Oberflichen-Molekiile von Zellen) zu analysieren.
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Vereinfacht  ausgedriickt  ist das  Durchflusszytometer ein  automatisiertes
Fluoreszenzmikroskop, welches auf FEinzelzellebene morphologische Eigenschaften von

Zellen, aber auch Fluoreszenzen erfassen kann.

Der Vorteil der Durchflusszytometrie gegeniiber der konventionellen Fluoreszenzmikroskopie
beruht vor allem auf der schnellen Messung vieler Zellen (10" Zellen in wenigen Sekunden)
und in der objektiven Analyse der Messproben durch Photodetektoren und nicht durch das
menschliche Auge. Zudem, und im Unterschied zur Fluoreszenzmikroskopie, adhirieren die
zu analysierenden Partikel nicht auf einem Objekttriger, sondern liegen in einer
Einzelzellsuspension vor. Zur Analyse werden die Partikel (in dieser Arbeit: die Zellen) in
einer Suspension durch die sog. hydrodynamische Fokussierung wie an einer Perlenkette
aufgefidelt und an einem gebiindelten Laserstrahl geeigneter Wellenldnge vorbeigeleitet.
Basis dieser Fokussierung ist ein aufwendiges Fliissigkeitssystem innerhalb des
Messbereiches eines Durchflusszytometers. Dabei wird die Zellsuspension mit einem
Ansaugsystem unter Druck in einer Stahlkapillare zu einer konisch verlaufenden Messkiivette
aus Quarz gefiihrt.

Diese Stahlkapillare ist auf das Zentrum der Messkiivette gerichtet und wird von einer
zellfreien Trigerfliissigkeit (sheath fluid), die mit hoher Geschwindigkeit flie3t, umspiilt.
Unmittelbar vor der kleinen Offnung der Kiivette und am Ende der Kapillare trifft die
Tragerfliissigkeit auf die Zellfliissigkeit und beschleunigt diese, so dass die Zellen
perlschnurartig vereinzelt werden. Durch den konisch verlaufenden, engen Eingang der
Kiivette werden die Zellen fokussiert und damit durch den Laser optimal am definierten
Messpunkt erfasst.

Das Durchflusszytometer misst sowohl das gesamte Streulicht des Laserlichtes, das beim
Zusammentreffen von Laser und Zelle entsteht, als auch den Schatten, den der Partikel
verursacht (0° bis 10° Winkel) und der als Forward-Scatter (FSC) Informationen iiber die
GroBe des Partikels gibt. Das gesamte Streulicht, das im Winkel von 90° vom Partikel
abgestrahlt wird und als Sideward-Scatter, ist ein Mal} fiir die Granularitit des Partikels.
Wenn die zu analysierenden Zellen mit fluoreszierenden Farbstoffen markiert sind, kommt es
bei der Begegnung mit dem Laserstrahl (Argon-Laser, 488 nm) zur Anregung der Elektronen
des Fluoreszenzfarbstoffs, wodurch dessen Elektronen auf ein hoheres Energieniveau
gehoben werden. Bei dem spontanen Riicksprung auf das normale Energieniveau kommt es
zur Emission von Energie (in Form von Photonen). Das emittierte Licht verhidlt sich

proportional zur Menge an gebundenem Farbstoff. Das Beckman Coulter® EPICS XL®, das
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Druchflusszytometer, mit dem in dieser Arbeit die Analysen durchgefiihrt wurden, beinhaltet

einen Argon-Laser mit einer Wellenldnge von 488 nm (Abb. 3.4).

Lasar ]

Abb. 3.4 Genereller Aufbau eines Durchflusszytometers nach Rothe (2007). Am
Kreuzungspunkt eines Laser-Strahls mit dem Probenstrom wird wihrend der Passage
einzelner Zellen Licht gestreut und es werden Fluoreszenzen angeregt. Das FSC wird als Mal3
der Zellgro Be detektiert. Farbteilerspiegel und Filter trennen SSC als Maf} der Granularitét
und Fluoreszenzen (FL1, FL2, FL3). Das von Photomultiplieren (PMTs) detektierte Licht
wird fiir jede Einzelzellen in digitaler Form gespeichert.

Farbstoffe, die sich mit diesem Laser abregen lassen und in dieser Arbeit verwendet wurden,
werden in Tabelle 3-6 aufgelistet.

Alle eingesetzten Farbstoffe lassen sich bei einer gemeinsamen Wellenlidnge anregen, in
diesem Fall 488 nm. Thre Emissionsspektren sind aber spezifisch fiir den jeweiligen Farbstoff.
Das Fluoreszenslicht (Emissionslicht) wird durch ein komplexes optisches System, bestehend
aus Blenden und unterschiedlichen Filtern (FL), vom Streulicht getrennt und anschlieend in
verschiedene Farbbereiche aufgetrennt. (FL1= FITC, FL2=PE, FL3=ECD, FL4= PE-Cy)).
Die digitalisierten Messwerte werden mit einer speziellen Software ausgewertet. Die so
erfassten Fluoreszenzintensititen korrelieren mit der Antigenmenge des untersuchten Proteins

pro Zelle.
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Tabelle 3-6 zeigt eine Ubersicht zu den in dieser Arbeit

deren Eigenschaften:

eingesetzten Fluorochromen und

Absorptions | Emissions-
Farbstoffe (Fluorochrom) Abkiirzung | -Maximum Maximum | Fluoreszenzkanal
(nm) (nm)
Fluoreszeinisothiozyanat FITC 495 519 FL1
Phycoerythrin PE 480-565 580 FL2
Propidiumjodid PI 550 617 FL4
Green Fluorescent Protein GFP 395-475 509 FL1
Cy-
PE-Cy5 Chrome 565 670 FL3

Die computergesteuerte Verarbeitung der Messwerte erlaubt eine Analyse der Korrelation von
zwei Parametern. Z. B. FSC (Zellgroe) und SSC (Granularitidt). So ldsst sich eine grobe
morphologische Einteilung der Zellen in Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten
vornehmen (Siehe Abb. 3-5). Ein FL1/ FL2-Diagramm ermdglicht hingegen eine genauere
Analyse beziiglich der Fluoreszenzeigenschaften, wodurch die Coexpression von zwei
Antigenen auf einer Zelle nachgewiesen und deren Prozentanteil ermittelt werden kann.
Neben der Berechnung der Prozentanteile einzelner Zellsubpopulationen konnen
Fluoreszenzintensititen ermittelt werden, die ein Mal} fiir die Antigenmenge pro Zelle

darstellen, und zahlreiche andere statistische Werte.

3.3.2. Nachweis und Differenzierung von Lymphozytensubpopulationen
(Immunphénotypisierung)

3.3.2.1. Prinzip der Phinotypisierung

Die Molekiile auf der Zellmembran und im Zytoplasma einer Zelle geben Auskunft iiber ihre
Linienzugehorigkeit, ihren Differenzierungsgrad, ihren Aktivierungszustand und zahlreiche
weitere Parameter. Antikorper, die Fluoreszenzmolekiile tragen, binden spezifisch an diese
Strukturen, markieren dadurch diese Zellen und werden vom Laserlicht eines
Durchflusszytometers zur Lichtemission angeregt.

Durchflusszytometer erlauben somit eine komplexe Analyse von Immunzellen mit ihrer
Immunfunktion. Zur Phinotypisierung verschiedener Lymphozytensubpopulationen wird die
charakteristische eines  bestimmten  Musters an der

Expression Antigenen

Differenzierungscluster herangezogen. Bestimmte CD-Antigene sind fiir ganz bestimmte
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Populationen charakteristisch, z.B. CD3 fiir T-Lymphozyten. Andere CD-Antigene sind
charakteristisch fiir bestimmte Reifungsstadien bzw. Entwicklungsstadien, z.B. CD105 bei
Stammzellen. Andere CD-Antigene erlauben eine genaue Einteilung innerhalb einer gro3en
funktionellen Gruppe; so konnen beispielsweise die T-Lymphocyten (CD3") in zytotoxische
T-Zellen (CD3"CD8") und T-Helfer-Zellen (CD3"CD4") eingeteilt werden. Die CD8"
konnten dann anhand weiterer CD-Antigene in weitere Subpopulationen eingeteilt werden.
Dafiir werden mit Fluoreszenz markierte Antikorper eingesetzt, die gegen entsprechende
Zelloberflachenproteine gerichtet sind und an diese spezifisch binden. Die auf diese Weise
fluoreszenzmarkierten Lymphozytensubpopulationen kénnen dann am Durchflusszytometer

unterschieden und analysiert werden.

3.3.2.2. Durchfiihrung

Pro Ansatz wurden 5x10° Zellen (gewonnen aus Blut, Milz, proximalen und distalen PP,
Lymphknoten, Tonsillen oder dem Darmepithel) zu 3 ml PBS-0,2% BSA in Analyse-
Rohrchen pipettiert. Es folgte eine Zentrifugation (320 x g, 10 min, 4° C). Das Pellet wurde
dann je nach Menge des primidren Antikorpers in 92, 96 oder 98 ul PBS-0,2% BSA
resuspendiert. Die monoklonalen Primérantikorper wurden gemidl dem Schema in den
Tabellen 3-7 bis 3-13, dazugegeben. Nach einer Inkubation bei 4° C im Dunkeln fiir 20 min,
wurden die Proben einem Waschvorgang unterzogen. Dafiir wurden zu jedem Ansatz 3ml
PBS-0,2% BSA pipettiert und anschlieBend zentrifugiert (320 x g, 10 min, 4° C). Der
Uberstand wurde verworfen, das Pellet in PBS-0,2% BSA resuspendiert und wo nétig mit
dem entsprechenden sekundidren AntikOrper versetzt. Bei einer Inkubation bei 4° C im
Dunkeln fiir 20 min wurden die Proben einem Waschvorgang unterzogen; dafiir wurden zu
jedem Einsatz 3 ml PBS-0,2% BSA pipettiert und anschlieBend zentrifugiert (320 x g, 10 min,
4° C). Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 1 ml Sheath-Losung aufgenommen.
Die anschliefenden Analysen mittels Durchflusszytometer fanden am gleichen Tag statt.
Dafiir wurden zu jedem Ansatz 1 pl Propidiumiodidlosung (0,5 mg/ml) gegeben. Wurden
direkt markierte Primérantikorper verwendet, ersetzte man den Zweitantikorper durch die
entsprechende Menge PBS-0,2% BSA. In der Negativkontrolle wurde ebenfalls anstatt von
Antikorpern die entsprechende Menge an PBS-0,2% BSA (Kontrolle 1) oder an

Nachweisantikorpern (Kontrolle 2) eingesetzt.
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Tabelle 3-7 Ubersicht zu den gemessenen Parametern im Blut

Y0
CD4CD8 CDS8p CD14 CD16 (TCR1)

PBS-2% BSA 92 98 96 96 96

CD4 4 — — — —

CD8a 4 — — — —

Primarantikorper CD3p — 2 — — —

(mouse anti-porcine) CD14 — —_ 4 — _

(uD CD16 — — —_ 4 —

vd TcR1 — — — — 4

PBS-2% BSA 100 98 98 98 98

Nachweisantikorper 1gG-FITC — 2 2 — 2
(goat anti-mouse)

Fluorochrome des 1gG-PE — — — 2 —

Nachweisantikorper (ul)

Tabelle 3-8 Ubersicht zu den gemessenen Parametern in den prox. PP

CD4CDS | CD1 | MHCI [ IgA [ y5 | CD3CDS8 | CD25 [ CD14 | CD21
PBS-2% BSA (ul) 92 98 92 96 98 92 96 96 96
CD4 4 — — — — — — —
CD8 4 — — — — 4 ul — — —
CD1 — 2 — — — — — — —
Primér-antikorper MHC — — 2 — — — — — i
(mouse anti-porcine) IgA — — — 4 — — — — —
(ul) 52

TcR1 B - B B 2 B B - -

CD3-
Biotin B - B B B 4 B _ _
CD25 — — — — — — 4 — —
CD14 — — — — — — — 4 —
CD21 — — — — — — — — 4
PBS-2% BSA (ul) 92 98 98 100 | 98 90 — — 98
Fluorochrome des FITC — — — — 2 2 2 2
Nachweisantikorpers | PE — 2 2 — — — — — —
() PC5 — — — — [ = 10 — — —

Tabelle 3-9 Ubersicht zu den gemessenen Parametern im Darmepithel (IEL)

CD3 vo | CD16 | CD45 | CD11 | CD1 | CDS8p
CD25
CDS8
PBS-2% BSA (ul) 92 96 98 96 96 96 98 98
CD3Biotin 4 — — — — — — —
CD8 4 — — — — — — —
CD25 — 4 — — — — — —
Primirantikérper 8-TcR1 —_ —_ 2 - - - - -
(mouse anti-porcine) CDl16 _ — — 4 — — — —
(ul) CD45 — — — — 4 — — —
CD11 — — — — — 4 — —
CDI — — — — — — 2 —
CD8p — — — — — — 2
PBS-2% BSA 90 98 98 98 98 98 98 98
Nachweisantikorper FITC — 2 2 2 2 2
(goat anti-mouse) PE — — — 2 — — 2 —
Fluorochrome des —
Nachweisantikérpers | Streptavidin 10 _ _ _ _ — — —
mit PC5
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Tabelle 3-10 Ubersicht zu den gemessenen Parametern in der Milz

CD4 CD45 | CD3
CD16 | CD14 CD18
CD$ v& | RA | CD8
PBS-2% BSA (ul) 92 96 96 98 96 92 96
CD4 4 — — — — — —
CDS 4 — — — 4
CD16 — 4 — — — — —
Primér- CDl14 — — 4 — — — —
antikorper
(mouse anti- 8-TcR1 — — — 2 — — —
porcine) CD45RA — — — — 4 — —
(1D
CD3 — — — — 4
CDI8 — — — — 4
PBS-2%
BSA () 100 98 98 98 98 90 98
FITC — 2 2 2 2
Fluorochrom
e des PE - 2 - - - - -
Nachweisan- [ Streptavidin
tikorpers (ul) PC5 - - - - - 10 -

Tabelle 3-11 Ubersicht zu den gemessenen Parametern in dem distalen PP

CD16 | CD1 | MHCI | CD14
PBS-2% BSA (ul) 96 98 98 96
Primérantikorper CD16 4 — — —
(mouse anti-porcine) CDI1 — 2 — —
(u) MHC I — — 2 —
CD14 — — 4
PBS-2% BSA (ul) 98 98 98 98
Fluorochrome des FITC — — — 2

Nachweisantikorpers

w " 2 2 2 -

Tabelle 3-12 Ubersicht zu den gemessenen Parametern in den Tonsillen

CD3
vo CD14 CD21 CDS CD4
PBS-2% BSA (ul) 98 96 96 92 96
. 5-TcR1 2 — — —
Primir- CD14 — 4 — — —
antikorper D21 — — 2 — —
(mouse anti- D3 — — — 7 —
porcine)
CD4 — — — — 4l
() CDS8 — — — 3 -+
PBS-2% BSA (ul) 98 98 98 90 98
Fluorochrome PE 2 2 ) )
desNachweis- S
antikorper (ul) trept-
rper i avidin — — — 10 —
PC5
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Tabelle 3-13 Ubersicht zu den gemessenen Parametern in den Lymphknoten

CD14 | CD16 Ch4 CD21 | CD25 Yo
CDS8
PBS-2% BSA (u) 96 96 92 96 96 98
CDl14 4 — — — —
CDI16 — 4 — — — —
Primér- CD4 — — 4 — _ —
antikorper CD8 — — 4 — — —
(mouse anti- CD21 — — — 4 _ —
porcine) (ul) CD25 — — — — 4 —
5-TcR1 — — — — — 2
PBS-2% BSA (ul) 98 98 100 98 98 98
Fluorochrome
des Nachweis- FITC 2 — — 2 2 2
antikorpers PE _ 5 _ _ _ _
(1))

Die durchflusszytometrischen Messungen wurden mit dem Coulter® EPICS® XL-MCL-
Durchlusszytometer (Beckman Coulter) durchgefiihrt. Das Gerdt wurde mit Flow-Check®-
Fluorospheres (Beckman Coulter) kalibriert. Die Analyse und grafische Darstellung der Daten
erfolgt mit der Expo® 32 MultiCOMP-Software (Beckman Coulter). Zur standardisierten
Datenakquise und Auswertung der Messwerte wurde im FSC/SSC-Punktdiagramm ein Mess-
bzw. Analysenfenster auf die zu untersuchenden Lymphozytenpopulationen gesetzt (Abb. 3-
5). Die spektrale Uberstrahlung der Fluorochrome FITC in die Fluoereszenzkanile FL2 bzw.
der Fluorochrome PE in FL1 wurden kompensiert und wurden fiir jede Probenart gleich
eingestellt. Die Datenakquise erfolgte bei hoher Flussrate (100 pl/min) und wurde nach
10.000 Messereignissen im Analysenfenster, was der Messung von 10.000 Zellen entspricht,

beendet.

Die Ergebnisse dieser Messungen konnten grafisch in verschiedenen Formen wiedergegeben
werden, die Dotplot (auch Dot-Plot, dt. Punktauftragung) und die Histogramme sind aber die
hiufigsten Formen. Bei dem Dotplot werden immer zwei Parameter gegeneinander

aufgetragen.

Man unterscheidet den Streulicht-Dot-Plot und den Fluoreszenzmessungs-Dot-Plot. Bei dem
Streulicht-Dot-Plot werden die Zellen nach ihren Streulichteigenschaften dargestellt. Das
Vorwirtsstreulicht (engl. Forward Light Scatter) hingt vor allem von der Grofle einer Zelle
ab. Das heilit, kleine Zellen verursachen ein kleines Vorwirtsstreulichtsignal und werden
nahe an Null als Punkte abgebildet, grole Zellen produzieren ein grofes Signal und werden
fern von Null dargestellt. Das Seitwirtsstreulicht (engl. Side Scatter) hingt neben der Grofie
vor allem vom Inhalt einer Zelle ab. Finden sich in der Zelle sehr viele Granula, dann hat sie

ein groBes Seitwartsstreulicht, finden sich nur wenige, dann ist ihr Seitwirtsstreulicht gering.
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Die Zellen werden nach ihrem Vorwirtsstreulicht und ithrem Seitwértsstreulicht im Diagramm
dargestellt. Man erkennt Anhédufungen von Zellen, die offenbar &hnliche
Streulichteigenschaften besitzen. Jeder Punkt entspricht einer Zelle. Bei dem
Fluoreszenzmessungs-Dot-Plot werden die FErgebnisse der Messungen nach den
Fluoreszenzeigenschaften der Zellen aufgetragen. Die FITC-Fluoreszenz z.B. wird auf der x-
Achse, die PE-Fluoreszenz auf der y-Achse eingetragen FITC-aufleuchtende Zellen sind
daher rechts unten zu finden, PE-aufleuchtende Zellen links oben. Je mehr Farbstoffe eine
Zellpopulation gebunden hat umso ferner wird sie vom Punkt Null abgebildet. In einem
Histogramm wird der Parameter Fluoreszenz immer auf der x-Achse dargestellt, auf der y-
Achse dagegen die Anzahl der Zellen mit dem gleichen x-Wert (Haufigkeiten).

Am Dot-Plot wurde die Einstellung der Quadranten nach den Parametern FSC und SCC so
vorgenommen, dass tote Zellen (erkennbar an der Propidiumiodidaufnahme) und Zelltriimmer
nicht mit in die Auswertung eingingen. Propidiumiodid dringt bei fortgeschrittenem
Zelluntergang in die Zelle ein und verleiht den toten Zellen besondere
Floureszenzeigenschaften. Anhand des Histogramms (Héufigkeit als Funktion der
Fluoreszenzintensitit FL1, FL2) wurde ein Bereich definiert (Gating). Die Ereignisse in
diesem Bereich wurden als Anteil der Gesamtereignisse berechnet (prozentualer Wert). Die
Grenze des Gates wurde am FuBl des Autofluoreszenzberges gesetzt. Die
Fluoreszenzintensitit der einzelnen Zelllinien konnte anhand des optischen Eindrucks im
Histogramm (erkennbare Ereignisse innerhalb des Gates) in Kombination mit dem ermittelten
Prozentwert bestimmt werden. Die Lymphozyten, welche z. B. CD4 und CD8 coexprimieren
(CD4"CD8"), erscheinen im Diagramm als Punktwolke oben rechts (Region P2), wihrend
CD4" als Punktwolke im Quadranten unten rechts erscheinen (Region P4). Die CD8"-Zellen
sind im Diagramm oben rechts (Region P1). Exprimieren die Zellen weder CD4 noch CD8
werden sie unten links dargestellt, da sie keinen Farbstoff gebunden haben (Region P3). Der
relative Prozentsatz der jeweiligen Subpopulation in jedem Quadranten wird angegeben (Abb.

3.5).
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Abb 3.5 Darstellungen von CD4CD8 doppelt-positiven Lymphozyten aus dem Ferkelblut.
Links: Aufteilung der lebenden (Region S, 94,4%) und toten Zellen (Region H, 5,6%) nach
GroBe und Granularitit. Rechts: Lokalisation im Dot-Plot mit Quadrantenanalyse. Der
relative Prozentsatz der jeweiligen Subpopulationen in jedem Quadranten wird angegeben.

3.4. Statistische Auswertung

Aus der Quadrantenanalyse (Abb. 3.5) wurden die Prozentzahlen des jeweils untersuchten
Parameters entnommen und statistisch analysiert.

Die statistische Auswertung der erhobenen Daten erfolgte mit SPSS fiir Windows, Version
12.0 (Firma SPSS®). Die Graphiken wurden mit SPSS oder Sigma Plot 2001® erstellt. Die
gesamte Analyse ist als eine deskriptive Analyse zu verstehen, mit dem Ziel, sinnvolle
Hypothesen zur Wirkungsweise des Probiotikums E. faecium aufzustellen. Da alle im
experimentellen Teil dieser Arbeit gewonnenen Daten Prozentzahlen und diese naturgemif
nicht normalverteilt sind, erfolgt eine Transformation mit Hilfe der arcsin-Transformation
(SOKAL & ROHLF 1995). Die arcsin-Transformation (auch Winkeltransformation genannt)
entkoppelt dabei die Abhéngigkeit der Varianz vom Mittelwert bei binominal-verteilten Daten
wie z.B. Prozentzahlen. Als Beispiel sei die Verdnderung von 50 auf 55% mit der
Veridnderung von 5 auf 10% verglichen. Offensichtlich ist die Erstere nur eine geringfiigige
Verinderung, wihrend die Letztere substantiell ist. Die Winkeltransformation zieht die

Zahlen nahe 0 und 100 auseinander, wahrend sie die mittleren Werte staucht.

Formel: Y=(asin(sqrt(xx/100)) * 180/pi, 1)
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Y: transformierter Datensatz

xx: Rohdatensatz

Da die Fallzahlen bei den einzelnen Organen (Probenentnahmestelle) zu unterschiedlich sind
und weil die Messwerte stark variieren, wurde eine getrennte Analyse fiir jedes Organ (Blut,
proximale und distale PP, IEL, Milz, Lymphknoten und Tonsillen) durchgefiihrt. Zur
Bewertung des Einflusses der verschiedenen Faktoren (Alter, Infektionsdosis, Fiitterung,
usw.) auf jeden Messparameter wurde das statistische Verfahren der univariaten
Varianzanalyse (ANOVA) angewendet. Die Varianzanalyse (auch ANOVA, analysis of
variance) untersucht, ob und gegebenenfalls wie sich die Erwartungswerte der metrischen
Zufallsvariablen in verschiedenen Gruppen unterscheiden. Es wird gepriift, ob die Varianz
zwischen den Gruppen grofler ist als die Varianz innerhalb der Gruppe. Dadurch kann
ermittelt werden, ob sich die Gruppen signifikant unterscheiden. Wenn sie sich unterscheiden,
kann angenommen werden, dass in den Gruppen unterschiedliche GesetzméaBigkeiten wirken.
Die mit diesem Verfahren getestete Hypothese unterstellt: Alle miteinander verglichenen
Gruppenmittelwerte der beobachteten Variablen seien in der Grundgesamtheit identisch.
Basierend auf den Ergebnissen der ANOVA-Analysen konnten zahlreiche Vergleichstests
durchgefiihrt werden, mit denen gepriift werden kann, zwischen welchen der verglichenen
Gruppen es signifikante Unterschiede gibt. Die  statistische Voraussetzungen fiir die
Anwendung der Varianzanalyse sind: die Normalverteilung der Residuen (iiberpriift durch
visuelle Inspektion der Residuen-Plots) und die Varianzhomogenitéit der Gruppen (mit dem
Levene-Test gepriift).

Es handelt sich dabei um ein allgemeines lineares Model, fehlende Werte wurden nicht
ersetzt. Da der Einfluss der Fiitterung auf die einzelnen Messparameter vom Alter abhéngt,
eine Wechselwirkung zwischen Fiitterung und Geschlecht bzw. Geschlecht und Alter jedoch
nicht wahrscheinlich war, wurde folgendes lineare Modell fiir alle Analysen zugrunde gelegt
Al CD; =y + Fr+ Ay +Go+ AxFr + Eam

Dabei bezeichnet

u das Gesamtmittel der Messungen,

Fr fixe Effekte der Kategorien des Faktors Fiitterung, = 1, 2.

Ag fixe Effekte der Stufen des Faktors Alter, a = 1, 2, 3, 4.

Gy fixe Effekte der Stufen des Faktors Geschlecht, s=1,2

AxFy fixe Effekte von Wechselwirkungen zwischen den Faktoren Alter und

Fiitterung,
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Epuin die zufilligen Abweichungen der Messungen an einzelnen Epithelien von den
Tiermittelwerten; von diesen Abweichungen wird angenommen, dass sie
normalverteilt sind, mit einem Erwartungswert von O und einer konstanten

. 2
Varianz ¢°.

Da methodisch bedingt keine identischen Infektionsdosen mit Salmonella gewihrleistet
werden konnten, wurde dariiber hinaus gepriift, ob es einen Zusammenhang (Korrelation)
zwischen der logarithmierten Salmonella-Infektionsdosis und den jeweiligen Messparametern
gab. In den Fillen mit einer signifikanten Korrelation wurden die Messparameter um den
Einfluss der Infektionsdosis korrigiert (es wurde die Residuen des Modells: Y=p; Log
(Infektionsdosis) fiir die weitere Analyse verwendet. Das Signifikanz-Niveau lag bei p<0,05.
Erbrachte die ANOVA-Analyse einen signifikanten Einfluss des Alters (Zeit) wurde ein Post-
Hoc-Test (Tamahane-T2) durchgefiihrt, welcher die einzelnen Altersgruppen paarweise
miteinander vergleicht. Im Falle einer signifikanten Interaktion zwischen Fiitterung und Alter
(Gruppe=Zeit) wurde fiir jede Altersgruppe ein Mann-Whitney-Test durchgefiihrt, um die

Unterschiede genauer zu lokalisieren.
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4. Ergebnisse

In dieser Arbeit wurden zahlreiche Immunzellpopulationen in verschiedenen Organen von
Ferkeln aus zwei Fiitterungsgruppen mittels durchflusszytometrischer Analysen bestimmit.
Hierfiir wurden Immunzellen aus Blut, Peyerschen Platten des Diinndarms, Darmepithel,
Milz, mesenterialen Lymphknoten und Tonsillen isoliert und anschlieBend mit

fluoreszenzmarkierten monoklonalen Antikdrpern geférbt.

Zur Beschreibung der Ergebnisse wurden die Boxplots der Rohdaten mit der Darstellung der
Mediane und die Perzentile gewihlt. Die Mittelwerte, Standardabweichungen sowie die
Verteilung der Perzentile werden tabellarisch aufgefiihrt. Zur Darstellung der Effekte der
Fiitterung sind die Werte der Kontrollgruppen durchgehend weil und die der
Probiotikumgruppe in Dunkelgrau dargestellt. Die Abszissen sowie die Ordinaten der
Abbildungen haben fiir den gleichen Parameter (z.B. CD14) die gleiche Achseneinteilung.
Standen die Zeitlichverldufe des untersuchten Parameters im Vordergrund der graphischen

Darstellung, so wurden die Boxen weil3 mit Muster gezeichnet.

4.1. Phiinotypisierung der Immunzellen aus dem Blut mittels Durchflusszytometrie

Blutproben wurden bei insgesamt fiinf unterschiedlichen Altersgruppen von Ferkeln
entnommen und analysiert, wobei ein Zeitpunkt der Probennahme vor und die vier anderen
nach der Infektion mit Salmonella typhimurium DT104 gewahlt wurden. Es wurden insgesamt
sieben Leukozytenpopulationen bestimmt: CD14"-Zellen, CD16"-Zellen, CD4"CD8"doppelt
positive Zellen, CD4"CD8 -Zellen, CD4 CD8*-Zellen, y5*-Zellen, sowie CD8B"-Zellen. Die
Ergebnisse wurden in Prozent angegeben (% von Zellen in der Zellsuspension). Diese
Immunzellpopulationen wurden einzeln bestimmt (pro Ansatz jeweils ein Parameter), nur bei
der (Determinierung) der CD4"CD8'doppelt positiven Zellen wurden pro Ansatz zwei
verschiedene monoklonale Antikorper angesetzt, um CD4'CD8*-, CD4'CD8-und CD4

CD8"-Zellen zu bestimmen.
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21 28 29 31
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56 (Alter der Tiere in Tagen)

10 K Anzahl der Kontrollproben (P)

8P bzw. Versuchsproben (P)

Abb. 4.1 Ubersicht iiber das Alter der Versuchtiere und die Zeitpunkte der Blutprobennahme

Welche morphologischen und Fluoreszenzeigenschaften die Blutzellen aus dem Ferkelblut

nach der Beseitigung der Erythrozyten aufweisen und wie die Daten aus

der

Durchflusszytometrie dargestellt wurden, soll nun anhand von zwei Beispielen néher erldutert

werden.

Bespiel 1: CD14"-Zellen

FL4108
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Abb. 4.2

Der Dot-Plot mit FLL3 (x-Achse) und FL4
(y-Achse) zeigt eine mit Propidiumiodid
(PI) geférbte Blutprobe. Die toten Zellen
haben nach Aufnahme von PI ihre
Fluoreszenzeigenschaften gedndert und
strahlen in den dritten (FL3) und vierten
Kanal (FL4). In die folgenden Analysen
werden diese toten Zellen (Region H,
3,8 %) nicht einbezogen.

Die weitere Bestimmung der
Lymphozytenpopulationen erfolgt
ausschlieBlich mit lebenden Zellen aus

dem Gate AH (ungefirbte Zellen, 95,1%).
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[FIAN] Bulr 31 | od 14 HHHIA98 20060710 435 LME ; S8 LINFS LIN - ABE Abb 4 3
o “Te

Zeigt ein Streulicht-Dot-Plot, in den nur
lebende Zellen aus Gate AH (Abb. 4.2)
eingehen. Die Zellen werden auch hier als
Punkte dargestellt. Als Wolke (Region G)
werden viele Zellen mit dhnlichen
Streulichteigenschaften abgebildet. Auf der
x-Achse wird das Seitwiértsstreulicht-
Verhalten (MaB fiir die Granularitit der
Zellen) und in der y-Achse das
Vorwirtsstreulicht-Verhalten (MaB fiir die
GroBe der Zellen) dargestellt. Hier wird nun
e e endgiiltig festgelegt, welche Zellen bei der
ssum spiteren Analyse der
Fluoreszenzeigenschaften beriicksichtigt
werden sollen, in diesem Fall Region G.
Die Zelltriimmer und Zellen mit abnormer
Beschaffenheit werden ausgeschlossen.

y

[FIifAH AND 6] Ouft S ) od 14 G090 SHE0T-10 495 1ME : AL T LOGFL2 LoG « ARG

Abb. 4.4
0 Zeigt eine Fluoressenzanalyse. Hier wurde
ot ez FLI vs FL2 gewihlt um die FITC

markierten Zellen sichtbar zu machen. Nur
lebende Zellen wurden beriicksichtigt.
Zelltriimmer wurden ausgeschlossen.
FITC positive Zellen strahlen in dem
ersten Kanal (FL1) und werden in der
Region AG4 und AG2 abgebildet
(CD14"Zellen 20%). In den Regionen
AG3 und AG1 werden die FITC negativen
Zellen abgebildet (CD14Zellen, 80%).

=
&3
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[FiifUngared] Butr 9 | oo 14 00330 20060710 435,LMB ; FLT LOG « ABG

Abb. 4.5
Zeigt ein Histogramm. Auf der x-Achse
wird die Fluoreszenz-Intensitit fiir FITC
dargestellt (1 bis 10°), auf der y-Achse der
Anzahl der Zellen mit dem gleichen x-
Wert (Hiufigkeiten). Die Region V
entspricht CD14"Zellen: 20,1%). Die
Region AJ entspricht die FITC negativen
Zellen (CD14 Zellen: 78,50 %).Es ist
erkennbar, dass es nur eine CD14"
Population gibt (Zellen mit dhnlicher
Fluoressenzintensitit) und dass sich diese
pies Population deutlich von der negativen
Population trennt.

Beispiel 2: CD4"CD8" doppelt positive Zellen

[Fiifi'npated] Slut 7 00 C6 4 GO 8 COHIGSRS 200 0%2T 250,LIME  FLI LOGFLY LOG - ARG Abb 4 6
o “ho

Bei diesem Dot-Plot liegt der Anteil der
toten (mit PI gefarbten) Zellen bei 2,3%.
Der Anteil der lebenden (ungefirbten)
Zellen betrdgt 95,2 %. In die weitere
Analyse gehen nur diese lebenden Zellen
ein (AH-Analysenfenster).

&
T
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[FIifan] Blur 57 10 66 4 CB 8 HHHS5EG 200f-002T 250.LIME 7 S5 LINKFE LIN - ARG

g

SELIN

(FIifAH ANE 6] Olur ST 0 EB 4 66 B (0TS58S 2 080027 250.0ME ; AT LOGFI2 LoG - ARE

AZlos

™
.

=
&3

T
16 1 1 1

RIS

73

Abb. 4.7

Hier werden die Zelltriimmer und Zellen
mit abnormen morphologischen
Eigenschaften ausgeschlossen (Zellen und
Partikel aulerhalb von Region G). In die
weitere Analyse gingen nur Zellen aus
dem Analysefenster G ein.

Abb. 4.8

Der Dot-Plot zeigt eine Doppelfirbung mit
Antikorpern gegen CD4 und CDS.

CD4'CD8" -Zellen werden in der Region AG4
dargestellt und machen einen Anteil von
19,2% aus (FITC gekoppelt, in FL1).
CD4'CD8"-Zellen werden in der Region AG1
aufgetragen. Sie machen einen Anteil von
28,6% aus (PE gekoppelt, in FL2).

Zellen, die beide Marker aufweisen, strahlen in
FL1 und FL2 und werden daher in der Region
AG?2 aufgetragen, ihr Anteil in diesem Beispiel
betriigt 1,2%. Die gesamten CD8"-Zellen
werden demnach in AG1 und AG2 dargestellt,
29,8%. Die gesamten CD4"-Zellen werden in
AG?2 und AG4 dargestellt, 20,4%.
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Abb. 4.9

Die Histogramm-Darstellung ermoglicht
eine Darstellung der Populationen nach
Fluoreszenz-Intensitit und relativer
Héufigkeit, mit der eine bestimmte
Intensitét auftritt. Es werden mit FITC-
gefirbte Zellen dargestellt (CD4-FITC).
Thr Anteil betrigt 20,3% (CD4"CD8" und
CD4"CDS). Die restlichen Zellen in
demselben Ansatz (77,3%) haben kein
FITC gebunden und sind daher CD4".

Abb. 4.10

Histogramm-Darstellung der Zellen aus
demselben Ansatz wie Abb.4.9.

In Region Al (29,9%) werden alle CD8a. ™
-Zellen dargestellt.

Es sind zwei Populationen mit
unterschiedlicher Expressionshédufigkeit
von CD8a" (zwei Peaks) erkennbar. Die
restlichen 64,9 % der Zellen in diesem
Ansatz sind CD8a .
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Tabelle 4-1 Darstellung der Mittelwerte + Standardabweichungen der durchflusszytometrisch
bestimmten Immunzellpopulationen im Blut, aufgeschliisselt nach Altersgruppen und
Fiitterungsgruppe.

Kontrollgruppe Probiotikumgruppe
Zell-' (Alter in Tagen) (Alter in Tagen)
population
21 28 29 31 56 21 28 29 31 56

14* | 1,42 | 1,66 | 1,82 | 1,95 1,6 1,46 | 1,82 | 1,78 | 3,91
CD4*CD8"

I+
I+
I+
+
I+
+
+
+
+
+

0,87 | 0,36 | 0,71 1,18 | 0,83 | 0,79 | 0,81 | 1,52 | 1,82 | 2,99
24,03 | 20,50 | 18,48 | 15,10 | 18,37 | 23,93 | 21,81 | 20,81 | 18,94 | 22,33
CD4'CD% + + + + + + + + + +

5,4 497 | 592 | 6,52 | 392 | 6,23 | 5,06 | 10,1 | 3,74 | 8,69
18,41 | 23,41 | 31,62 | 34,65 | 30,62 | 16,80 | 22,27 | 21,4 | 28,31 | 24,42
CD4 CDS8" + + + + + + +
7,09 | 7,06 | 12,83 | 17,93 | 9,92 5,10 | 10,32 | 16,92 | 9,02 | 12,27
8,46 |16,83 | 11,13 | 11,70 | 11,01 | 8,55 | 17,22 | 15,16 | 12,26 | 8,77

H+
+
+

CD14"

+
+
+
+
+
+
+
+
+
+

3,01 4,18 | 4,21 5,30 5,11 3,02 | 6,80 | 494 | 5,31 1,11
21,13 | 38,18 | 43,72 | 41,62 | 32,60 | 17,97 | 34,28 | 34,70 | 38,41 | 32,12
CD16" + + + + + + + + + +

6,11 | 10,11 | 12,07 | 11,52 | 9,34 5,12 | 9,22 | 15,12 | 7,10 | 10,40
13,86 | 11,01 | 15,68 | 18,68 | 19,72 | 13,40 | 14,27 | 22,76 | 19,32 | 18,91

o+

(TCR1)
445 | 436 | 6,08 | 649 | 6,86 | 323 | 7,55 | 638 | 340 | 6,55

14,65 | 9,07 | 11,76 | 16,90 | 18,9 | 10,50 | 9,44 | 9,63 | 9,29 | 9,41
CD8p" +
468 | 1,95 | 439 | 747 | 7,22 | 494 | 428 | 5,83 | 4,82 | 3,03

I+
"
+
I+
"
I+
I+
I+
I+
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4.1.1. Ergebnisse der Blutanalyse am 21. Lebenstag (vor Salmonellen-Infektion)

Folgende Subpopulationen wurden im Blut der Ferkel bestimmt: CD4'CD8"-Zellen,
CD4'CD8-Zellen, CD4 CD8"-Zellen, y5*-Zellen, CD14"-Zellen, CD16"-Zellen sowie Zellen
mit CD8B-Kette (Abb. 4.12)

Abb. 4.11
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Abb. 4.11 Grafische Darstellung der Ergebnisse der durschflusszytometrischen Analysen von
Blutproben von Ferkeln am 21. Lebenstag. Die Werte der mit dem Probiotikum Enterococcus
faecium NCIMB 10415 supplementierten Tiere (Probiotikumgruppe) sind grau dargestellt.
Kontrolltiere, die kein Probiotikum erhielten, sind weif3 dargestellt. Die abgebildeten
Parameter zeigten keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den
Fiitterungsgruppen (T-Test).
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4.1.1.1. CD8B* Subpopulation
Die CD8B"-Subpopulation im Blut war signifikant kleiner in der Probiotikumgruppe (T-Test,

t(20)=2,25, P=0,036).

Abb. 4.12
CDBf+ Fiitterungsgruppe
Zellen — [ O Kortraligruppe
@ Probiotikumgruppe
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1
21
Alter der Ferkel (Tage)
Tabelle 4-2
Alter der Ferkel Fiitterungsgruppe
Kontrollgruppe | Probiotikumgruppe
N gliltig 10 12
fehlend 3 1
21 Mittelwert 14,65 10,15
Tage :
Standardabweichung 4,68 4,94
) 25 11,58 6,25
Perzentile
74 18,55 13,14

Abb. 4.12 Anteil der CD8B"-Zellen in der iiber Ficoll gereinigten Zellfraktion aus Blut von 21
Tage alten probiotisch behandelten Ferkeln (grauer Balken) und Blut von gleichaltrigen
Kontrolltieren (weiller Balken). Die Tabelle 4-12 gibt Mittelwerte, Standardabweichungen,
Perzentile sowie Stichprobengréfe an.
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4.1.2. Ergebnisse der Phinotypisierung von Immunzellpopulationen aus den Blutproben
nach der experimentellen Salmonellen-Infektion

Die gleichen Parameter wie bei den 21 Tage alten Ferkeln wurden in den Blutproben von
Ferkeln nach der Infektion mit S. typhimurium DTI104 bestimmt. Die Proben wurden zu vier
unterschiedlichen Zeitpunkten untersucht (3, 24, 71 Stunden bzw. 28 Tage nach der

Infektion), um die Immunreaktion nach der Infektion mit Salmonellen zu erfassen.

4.1.2.1. CD4'CD8"*-Zellen

Anhand der Firbung von CD4 und CD8a wurden die Prozentanteile von  drei
Immunzellpopulationen im Blut bestimmt (CD4'CD8*, CD4"'CD8 und CD4'CD8"). Ein
signifikanter Effekt der probiotischen Behandlung auf die CD4CD8"-Zellen konnte
festgestellt werden. Der Prozentanteile dieser Population, welche zytotoxische T-Zellen und
Natural Killer Zellen beinhaltet, war unabhédngig vom Alter der Tiere signifikant grofler bei

den Kontrolltieren.

Abb. 4.13 A
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Tabelle 4-3
Alter der Ferkel Fiitterungsgruppe
Kontrollgruppe | Probiotikumgruppe
N Gultig 10 8
Fehlend 0 2
28 T Mittelwert 23,41 22,27
age Standardabweichung 7,06 10,32
Perzentile 25 17,67 16,00
75 29,47 26,22
N Gultig 10 8
Fehlend 0 0
29 Mittelwert 31,62 21,40
Tage Standardabweichung 12,83 16,92
Perzentile 25 22,30 11,65
75 41,72 22,65
N Gltig 10 10
Fehlend 0 0
31 Mittelwert 34,65 28,32
Tage Standardabweichung 17,93 9,02
Perzentile 25 20,92 22,70
75 53,30 36,80
N Giltig 10 7
Fehlend 0 1
56 Mittelwert 30,62 24,42
Tage Standardabweichung 9,34 12,277
Perzentile 25 22,25 13,30
75 40,52 36,70
Abb. 4.13 B
70,0 CD4-CDB+ zellen: Effekt der Fiitterung
gsu‘u- €
g
E 50,0
%an‘nﬁ
N
)
8 30,0

20,04

Anteil der CD4.
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o
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0,0

T
Kaortrollgruppe

T
Probiotikumgruppe

Fltterungsgruppe

Abb. 4.13 Anteil der CD4 CD8"-Zellen im Ferkelblut.
A. Altersabhingiger Anteil in der iiber Ficoll gereinigten Zellfraktion bei probiotisch
behandelten Tieren (grauer Balken) und Kontrolltieren (weiler Blaken). Die Tabelle gibt
Mittelwerte, Standardabweichungen, Perzentile sowie Stichprobengrofle an. B. Darstellung
nach Fiitterungsgruppen (P= 0,04).
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4.1.2.2. CD8p"-Zellen

CD8 ist ein Corezeptor fiir die MHC-Klasse I Molekiile. hm kommt eine Helferfunktion bei
der Antigenerkennung zu. Es handelt sich dabei um ein dimeres Oberfldchenantigen, welches
in zwei Varianten auf einer Subpopulation der T-Zellen exprimiert werden kann. Die
homodimere Form besteht aus zwei gleichen CD8a-Ketten, wéihrend die heterodimere Form
aus einer CD8a und einer CD8p besteht.

Bei allen untersuchten Altersgruppen war der Mittelwert der CDS8B-tragenden
Zellenpopulation bei den probiotisch behandelten Tieren signifikant niedriger. Diese

Unterschiede waren besonders deutlich bei 31 und 56 Tage alten Tieren.

Abb. 4.14 A
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Tabelle 4-4
Alter der Ferkel Fiitteru N8SgTuppe
Kontrollgruppe | Probiotikumgruppe
N Giltig 9 10
Fehlend 1 0
28 Tace Mittelwert 9,07 9,44
g Standardabweichung 1,95 4,28
Perzentile 25 7,65 5,57
75 10,60 11,87
N Giltig 10 8
Fehlend 0 0
29 Tace Mittelwert 11,76 9,63
g Standardabweichung 4,39 5,85
Perzentile 25 8,62 4,40
75 13,75 15,65
N Giltig 10 10
Fehlend 0 0
31 Tace Mittelwert 16,90 9,29
g Standardabweichung 7,47 4,82
Perzentile 25 10,85 527
75 23,22 14,37
N Giltig 10 8
Fehlend 0 0
56 Tace Mittelwert 18,91 9,41
g Standardabweichung 7,22 3,03
Perzentile 25 13,15 7,87
75 24,17 10,97
Abb 4.14 B Abb 4.14 C
CDBp+ Zellen: Effekt des Alters
4]
004 00
g : g T
0 0
H H
o o
o o
£ £ _
< mp £ mp
3 3 0
N N
+ +
% %
a Ja}
L: I E
%10‘0— %mp-
[4 c
< J_ <
0,04 004

T T
Kentrollgruppe Probiofikumgruppe
Fiitterungsgruppe

Alter der Ferkel (Tage)

Abb. 4.14. Anteil CD8B*- Zellen im Ferkelblut. A. Altersabhiingiger Anteil in der iiber Ficoll

gereinigten Zellfraktion bei

probiotisch behandelten Tieren (grauer

Balken) und

Kontrolltieren (weiler Blaken). Die Tabelle gibt Mittelwerte, Standardabweichungen,
Perzentile sowie Stichprobengrofle an. B. Effekt der Fiitterungsgruppe (p=0,000), C. Effekt
des Alters: 56 Tage alte Tiere hatten signifikant mehr von diesen Zellen als 28 Tage alte Tiere

(p=0,044).
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4.2. Ergebnisse der Phiinotypisierung der Immunzellpopulationen aus Milzgewebe
Folgende Subpopulationen wurden in den Milzproben bestimmt: CD3'CD8"-Zellen,
CD3"CD8 -Zellen, CD3 CD8"-Zellen, CD4"CD8"-Zellen, CD4"'CD8-Zellen, CD4 CDS8"-
Zellen CD14"-Zellen, CD16%-Zellen, CD45" Zellen, CD18"-Zellen sowie y8*-Zellen.
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Abb. 4.16 Lymphozyten aus der Milz
Rechts: Darstellung nach Streulichteigenschaften und Festlegen der Analysefenster.

Links: In den Dot-Plot gingen Zellen aus dem Analysefenster C ein. (Dies beinhaltet die
Regionen O und G, schliet aber Zelltriimmer weitgehend aus.)
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Tabelle 4-5 Auflistung der Mittelwerte + Standardabweichung der durchflusszytometrisch
bestimmten Immunzellpopulationen aus der Milz, aufgeschliisselt nach Altersgruppen und
Fiitterungsgruppe

Kontrollgruppe Probiotikumgruppe
Bestimmte (Alter in Tagen) (Alter in Tagen)
Zellpopulation

28 29 31 56 28 29 31 56
9,33 | 10,76 | 9,41 | 9,23 | 8,61 | 7,28 | 10,67 | 10,43
CDh4"CD8" + + + + + + + +
2,66 | 3,13 | 2,38 3,0 3,78 | 1,80 | 3,79 | 3,85
14,42 | 12,27 | 11,58 | 9,39 | 19,56 | 12,56 | 14,36 | 13,30
CDh4*CDg + + + + + + + +
297 | 4,16 | 3,77 | 2,40 | 6,34 | 6,34 | 4,03 1,98
30,41 | 32,11 | 35,30 | 30,28 | 25,66 | 24,75 | 33,6 | 27,10
CD4CD8* + + + + + + + +
5,36 | 10,73 | 942 | 949 | 15,0 | 9,80 | 8,24 | 7,25
19,68 | 24,11 | 20,40 | 17,35 | 14,41 | 15,32 | 25,03 | 17,02
CD3"CD8" + + + + + + + +
393 | 815 | 6,67 | 9,07 | 6,80 | 5,87 | 6,03 | 7,35
17,67 | 17,08 | 15,93 | 15,25 | 26,24 | 16,63 | 19,60 | 19,28
CD3"CDg + + + + + + + +
4,77 | 422 | 6,26 | 6,83 | 13,27 | 7,83 | 3,66 | 7,97
21,41 | 21,27 | 23,65 | 21,1 18,0 | 18,66 | 21,48 | 22,47
CD3CD8* + + + + + + + +
445 | 722 | 11,17 | 11,52 | 11,96 | 13,65 | 9,35 | 13,94
25,64 | 20,83 | 20,70 | 16,81 | 22,79 | 23,77 | 18,90 | 17,42
CD14+ + + + + + + + +
7,97 | 490 | 4,23 | 857 | 4,65 | 7,87 | 829 | 4,12
63,0 | 64,41 | 61,03 | 53,90 | 59,67 | 60,47 | 61,57 | 56,88
CDhl16* + + + + + + + +
5,63 | 5,84 | 7,53 | 9,65 7,2 11,8 | 8,44 | 10,17
48,9 | 53,13 | 51,03 | 53,62 | 51,26 | 44,93 | 54,53 | 53,04
CD45RA" + + + + + + + +
436 | 595 | 8,26 | 8,64 | 4,77 | 9,70 | 9,55 | 8,31
22,19 | 25,24 | 25,69 | 31,81 | 19,59 | 21,55 | 28,60 | 25,35

+ + + + + + + +

4,15 | 7,06 | 7,92 | 5,12 | 2,57 | 5,71 | 6,19 | 6,23
94,63 | 94,75 | 90,32 | 90,32 | 93,16 | 86,87 | 89,06 | 89,17
CD18* + + + + + + + +

160 | 2.63 | 974 | 13,76 | 3.11 | 14.88 | 9.14 | 9.11

&y*
(TCR1)
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4.2.1. CD4'CD8"-Zellen

Diese Subpopulation der T-Lymphozyten erfihrt in beiden Fiitterungsgruppen eine dhnliche
Entwicklung. Ein signifikanter Effekt der Fiitterung ist bei den 29 Tage alten Ferkeln zu
sehen. Hier ist der Prozentsatz dieser Population signifikant niedriger in der

Probiotikumgruppe (T-Test: t(15,66)=2,95, p=0,01).

Abb. 4.17
200 CD4+CD8+ Zellen el e
E Probiotikumgruppe
=
L1
=
a
% 15,0 —
=
E
E
=
@
@ 10,0
~
%
(=]
(&)
%
(=]
2 5,0
a
=
E
=z 81
0,0
1 1 ) 1
25 29 3 56
Alter der Ferkel (Tage)
Tabelle 4-6
Fiitterungsgruppe
Alter der Ferkel Kontroll- | Probiotikum-
gruppe gruppe
N Glltig 10 10
Fehlend 0 0
28 Tage Mittelwert 9,33 8,61
£¢ | standardabweichung | 2,66 3,78
Perzentile 25 6,77 6,37
75 11,40 10,85
N Giltig 10 8
Fehlend 0 0
29 Mittelwert 10,67 7,28
Tage Standardabweichung 3,13 1,80
Perzentile 25 8,27 580
75 13,87 9,25
N Glltig 10 10
Fehlend 0 0
31 Mittelwert 9,41 10,67
Tage Standardabweichung 2,38 3,79
Perzentile 25 7,90 7,72
75 11,97 12,95
N Giltig 10 8
Fehlend 0 0
56 Mittelwert 9,23 10,43
Tage Standardabweichung 3,00 3,85
Perzentile 25 6,50 6,82
75 11,87 14,40

Abb. 4.17 Entwicklung des Anteils der CD4"CD8"-Zellen in den aus Milzgewebe gereinigten Zellen
in den Fiitterungsgruppen (Probiotikumgruppe: grauer Balken, Kontrolltiere: weiller Balken).
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4.2.2. CD4*CDS§ -Zellen

Der Anteil der CD4"CD8-Zellen nahm (auBer am Tag 31 bei den probiotisch behandelten
Tieren) bei beiden Fiitterungsgruppen vom 28. bis zum 56. Lebenstag kontinuierlich ab. Zu
allen Zeitpunkten war der Anteil dieser Subpopulation bei der Probiotikumgruppe signifikant

erhoht (p=0.016)

Abb. 4.18 A
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Tabelle 4-7
Alter der Ferkel Fltterungsgruppe
Kontrollgruppe | Probiotikumgruppe
N Glltig 10 10
Fehlend 0 0
78 Tace Mittelwert 14,42 19,56
g Standardabweichung 2,97 6,34
Perzentile 25 12,78 14,30
75 16,92 25,43
N Giltig 10 8
Fehlend 0 0
29 Mittelwert 12,27 12,90
Tage Standardabweichung 4,16 5,91
Perzentile 25 8,18 7,53
75 16,55 17,88
N Giltig 10 10
Fehlend 0 0
31 Mittelwert 11,58 14,36
Tage Standardabweichung 3,77 4,03
Perzentile 25 8,63 10,88
75 13,55 18,28
N Glltig 10 8
Fehlend 0 0
56 Mittelwert 9,39 13,30
Tage Standardabweichung 2,40 1,98
Perzentile 25 7,40 11,85
75 11,05 14,98
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Abb. 4.18 B
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Abb. 4-18 A. Entwicklung des Anteils der CD4"'CD8 -Zellen in den aus der Milz gereinigten
Immunzellen in der Probiotikumgruppe (grauer Balken) und der Kontrollgruppe (weiller Balken). Die
Tabelle 4-7 gibt die Stichprobengréfe, Mittelwerte und Standardabweichungen an. B . Darstellung des
Fiitterungseffekts auf die CD4'CD8-Zellen (p=0,00). C. Darstellung der altersabhiingigen
Entwicklung. 28 Tage alte Tiere hatten unabhingig von der Fiitterung signifikant hohere Werte als 56
Tage alte Tiere (p=0,01).
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4.2.3. CD3*CD8*-Zellen

Der Anteil dieser Subpopulation der zytotoxischen T-Zellen nahm bei den Kontrolltieren
zwischen dem 28. und dem 29. Lebenstag deutlich zu, um vom 31. Lebenstag bis zum 56.
Lebenstag wieder abzunehmen. Bei probiotisch behandelten Tieren nahm der Anteil zwischen
dem 28. und dem 31. Lebenstag zu und fiel erst am 56. Lebenstag ab. Nur bei den 29 Tage
alten Ferkeln konnte ein signifikanter Effekt der Fiitterung festgestellt werden (T-Test,

t(16)=2,53, p=0,02).

Abb. 4.19 A
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Tabelle 4-8
Alter der Ferkel Fiitterungsgruppe
Kontrollgruppe | Probiotikumgruppe
N Giltig 10 10
Fehlend 0 0
78 Tace Mittelwert 19,68 14,41
g Standardabweichung 3,93 6,80
Perzentile 25 17,17 11,87
75 22,47 19,37
N Gultig 10 8
Fehlend 0 0
29 Mittelwert 24,11 15,32
Tage Standardabweichung 8,15 5,874
Perzentile 25 16,67 9,35
75 30,37 20,32
N Gultig 10 10
Fehlend 0 0
31 Mittelwert 22,40 25,03
Tage Standardabweichung 6,676 6,03
Perzentile 25 16,30 20,20
75 27,17 26,75
N Giltig 10 8
Fehlend 0 0
56 Mittelwert 17,35 17,02
Tage Standardabweichung 9,07 7,35
Perzentile 25 8,17 12,80
75 21,30 25,07
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Abb. 4.19. B
i CD3+CD8+ Zellen: Effekt des Alter der Tiere
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Abb. 4.19

A Entwicklung des Anteils der CD3"CD8"-Zellen in den aus dem Milzgewebe gereinigten
Lymphozyten in der Probiotikumgruppe (grauer Balken) und der Kontrollgruppe (weifler Balken).
Die Tabelle 4-8 gibt die Stichprobengroie, Mittelwerte und Standardabweichungen an.

B: Darstellung der altersabhiingigen Entwicklung. 31 Tage Tiere hatten signifikant mehr CD3*CD8"-
Zellen als 28 Tage alte Tiere (p=0,038) und auch mehr als 56 Tage alte Tiere (p=0,022).
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Abb. 4.20 A Altersabhidngige Anteile verschiedener Immunzellpopulationen in der Milz bei
probiotisch behandelten Tieren (grauer Balken) und Kontrolltieren (wei3er Balken). Zwischen
den Fiitterungsgruppen liegen keine statistisch signifikanten Unterschiede vor.
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Abb. 4.20 B Altersabhiingige Anteile verschiedener Immunzellpopulationen in der Milz bei
probiotisch behandelten Tieren (graue Balken) und Kontrolltieren (weifle Balken). Zwischen
den Fiitterungsgruppen liegen beziiglich der dargestellten Ergebnisse keine statistisch
signifikanten Unterschiede vor.
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4.3. Ergebnisse der Phinotypisierung der Immunzellpopulationen aus den ilealen
Peyerschen Platten (Distale PP).

Die Anteile folgender Immunzellpopulationen wurden in der distalen PP bestimmt: CD14"-

Zellen, CD16™-Zellen, CD1"-Zellen, und MHC I*-Zellen.

Die Analyse der Daten sei hier am Bespiel CD16"-Zellen erortert:
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Abb. 4.21

Links: Dot-Plot mit FL3 vs FL4

Tote (mit PI geférbte) Zellen erscheinen in der Region H. Nur lebende Zellen gehen in die
weitere Analyse ein (Region S, 95,5%).

Rechts: Dot-Plot nach Streulichteigenschaften, Zelltrimmer und Zellen mit abnormer
Morphologie werden hier aus der Analyse ausgeschlossen.
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Tabelle 4-9 Auflistung der Prozentanteile (Mittelwerte) und Standardabweichungen
verschiedener Immunzellpopulationen der aus
gewonnenen Zellfraktion

ilealen (distalen) Peyerschen Platten

Analysierte Kontrgllgruppe Problotlkumgmppe
Zellnobulation (Alter in Tagen) (Alter in Tagen)
pop 28 1 29 | 31 | 56 | 28 | 29 | 31 | 56
75,55 | 85,59 | 81,74 | 83,52 | 82,92 | 79,37 | 81,21 | 72,82
CD1* + + + + + + + +
24,17 | 2,55 | 5,70 | 12,94 | 3,90 | 13,80 | 11,93 | 20,04
3,11 | 5,12 | 2,85 1,30 | 4,60 | 2,81 | 3,16 1,5
CDh14* + + + + + + + +
2,10 | 6,06 | 1,24 | 0,71 | 6,97 | 2,08 | 3,27 | 1,04
390 | 3,77 | 549 | 394 | 5,60 | 6,46 | 7,08 | 5,51
CDh16" + + + + + + + +
0,64 | 1,74 | 2,67 | 2,06 | 4,59 | 3,09 | 3,99 | 2,18
88,08 | 96,64 | 97,16 | 97,37 | 94,82 | 92,05 | 92,05 | 93,70
MHC I + + + + + + + +
23,331 2,61 | 3,09 | 227 | 6,49 | 6,49 | 11,70 | 4,60
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4.3.1. CD16"-Zellen

In den beiden Fiitterungsgruppen zeigte die CD16" Population eine dhnliche Entwicklung. Thr
Prozentanteil nahm in beiden Fiitterungsgruppen zwischen dem 28. und dem 31. Lebenstag
zu, um anschlieBend abzufallen. Bei 31 Tage alten Tieren erreichte die Population ihr
Maximum. In jeder Altersklasse hatten die Tiere der Probiotikumgruppe einen signifikant
hoheren Anteil an CD16"-Zellen in den distalen Peyerschen Platten (p=0,006)

Abb. 4.22 A
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Tabelle 4-10
Fiitterungsgruppe
Alter der Ferkel Kontrollgruppe | Probiotikumgruppe

N Gultig 8 9

Fehlend 0 0
28 Tage Mittelwerlt 3,90 5,61
Standardabweichung 0,64 4,59
Perzentile 25 3,27 2.92
75 4,42 7,00

N Gultig 9 8

Fehlend 1 2
29 Mittelwert 3,77 6,46
Tage Standardabweichung 1,747 3,09
Perzentile 25 2,60 4,32
75 4,40 7,52

N Gultig 10 10

Fehlend 0 0
31 Mittelwert 5,49 7,08
Tage Standardabweichung 2,67 3,99
Perzentile 25 3,35 3,95
75 7,12 9,42

N Gultig 10 8

Fehlend 0 0
56 Mittelwert 3,94 5,51
Tage Standardabweichung 2,06 2,18
Perzentile 25 2,12 3,05
75 5,90 7,17
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Abb. 4.22 B
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Abb. 4.22

A Entwicklung des Anteils der CDI16"-Zellen in den distalen Peyerschen Platten der
Probiotikumgruppe (grauer Balken) und der Kontrollgruppe (weiler Balken). Die Tabelle 4-9 gibt die
StichprobengrofBe, Mittelwerte und Standardabweichungen sowie die Perzentile an.

B. Fiitterungseffekt auf die CD16"-Zellen. Die Tiere der Probiotikumgruppe hatten unabhingig vom
Alter der Tiere signifikant mehr CD16"-Zellen als die Kontrollgruppe (p=0,006).
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Anteil der CD14+ Zellen in distal. PP (%)

Abb. 4.23 Altersabhingige Anteile ausgewihlter Immunzellpopulationen in den Peyerschen
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Platten der probiotisch behandelten Tiere (graue Balken) und der Kontrolltiere (weille

Balken). Zwischen den Fiitterungsgruppen liegen beziiglich der dargestellten Ergebnisse

keine statistisch signifikanten Unterschiede vor.
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4.4. Ergebnisse der Phinotypisierung der Immunzellpopulationen aus den jejunalen
Peyerschen Platten (prox. PP)

Insgesamt wurden die Anteile von 13 verschiedenen Immunzellpopulationen in den
proximalen Peyerschen Platten bestimmt: CDI"-Zellen, CD3"CD8"-Zellen, CD3"CDS8 -
Zellen, CD3CD8*-Zellen, CD4"CD8*-Zellen, CD4"CD8-Zellen, CD4 CD8*-Zellen, CD14*-
Zellen, CD21"-Zellen, CD25%-Zellen, MHCI"-Zellen, IgA*-Zellen und y8*-Zellen.

Anhand eines Beispiels soll jetzt erldutert werden, wie die Analysefenster festgelegt, und

welche Gesichtspunkte dabei beriicksichtigt wurden.

[FiifUngated] Prox PP 5100 E6 21 COOR4R 200805027 S15.LME 7 F14 LOGIFLI LOG « ABC [Fijfitapated] Prox PP ST 0 EE 27 OOOHISA40 2000527 315, LME 7 55 LINFS LIN - ABC

08

Abb. 4.24 Auswertung der durchflusszytometrischen Analysen der Immunzellen aus den
proximalen PP. Links: Tote (mit PI gefidrbte) Zellen befinden sich in der Region H (10,2%).
In die weitere Analyse gehen nur lebende Zellen ein (Region S, 88,8%). Rechts: Ein
Analysefenster fiir Lymphozyten (Region O) und ein Analysefenster fiir Monozyten und
Granulozyten (Region G) wurden so festgelegt, dass Zelltriimmer unberiicksichtigt blieben.
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Abb. 4.25 Links: Dot-Plot Darstellung FL1 vs FL2. Mit Fluoreszeinisothiocyanat gefirbten
CD21%-Zellen werden in der Region P4 dargestellt (FL1 Kanal). Thr Prozentanteil macht
63,8% aus. Die restlichen 34,5 % sind CD21" -Zellen und werden daher in den Regionen P1
und P3 gezeigt. Rechts: Das Histogramm mit FL1 als x-Achse ermoglicht die Darstellung der
Populationen nach Fluoreszenz-Intensitidt und relativer Haufigkeit, mit der eine bestimmte Intensitit
auftritt.
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Tabelle 4-11 Auflistung der Prozentanteile (Mittelwerte) und Standardabweichungen
verschiedener Lymphozytenpopulationen in den aus jejunalen (proximalen) Peyerschen
Platten gewonnenen Zellfraktion

Kontrollgruppe | Probiotikumgruppe
Analysierte | (Alter in Tagen) | (Alter in Tagen)

Zellpopulation
29 56 29 56
9,55 | 11,75 11,33 13,63
CD4*CD8" + + + +

2,79 2,62 3,13 4,59
9,23 7,50 11,33 12,63
CD4'CD§" + + + +
5,31 2,12 3,17 4,56
20,48 16,54 13,32 17,91
CDh4CD8" + + + +
7,75 6,13 5,91 6,54
16,31 16,80 12,98 16,43
CD3"CDS8* + + + +
5,02 6,07 3,63 4,49
11,33 6,38 10,14 8,90
CD3"CD§" + + + +
6,47 1,71 2,92 3,77
15,14 | 10,12 7,60 13,53
CD3CD8" + + + +
10,01 4,36 4,14 5,54
78,36 | 83,72 81,14 77,88
CD1* + + + +
5,33 4,09 6,93 11,17
4,43 3,56 3,77 3,25
CD14* + + + +
2,36 1,58 2,50 1,73
58,54 | 61,78 62,51 50,35
CD21* + + + +
8,07 5,35 8,35 13,41
20,68 | 16,43 17,31 14,41
CD25* + + + +
9,43 7,30 6,74 7,23
41,84 | 36,37 43,56 31,95
IgA" + + + +
8,23 10,12 14,15 5,16
8,23 9,13 15,32 7,48
+ + +
+4,32 3,31 22,14 3,59
95,57 | 96,61 98,42 93,24
MHC I* + + + +
3,80 3,26 0,93 9,95

&y*
(TCR1)
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4.4.1. CD4'CDS§ -Zellen

Wihrend der Anteil dieser Subpopulation bei der Kontrolltieren zwischen dem 29. und 56.
Lebenstag leicht abnahm, stieg er bei den probiotisch behandelten Tieren leicht an.
Unabhingig vom Alter der Tiere zeigten die Tiere der Probiotikumgruppe einen signifikant
hoheren prozentualen Anteil an CD4"CD8 -Zellen.
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Tabelle 4-12

Alter der Tiere Futterungsgr}lp p =
Kontrollgruppe | Probiotikumgruppe

N Gilltig 10 8

Fehlend 0 0
29 Mittelwert 9,23 11,33
Tage Standardabweichung 5,31 3,17
Perzentile 25 5,40 9,40
75 10,88 13,90

N Giiltig 10 8

Fehlend 0 0
56 Mittelwert 7,50 12,63
Tage Standardabweichung 2,12 4,56
Perzentile 25 6,00 9,55
75 9,53 13,68
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Abb. 4.26 B
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Abb. 4.26

A Entwicklung des Anteils der CD4"CD8 -Zellen in den aus jejunalen PP gereinigten Immunzellen in
der Probiotikumgruppe (graue Balken) und der Kontrollgruppe (weifle Balken). Die Tabelle 4-12 gibt
die Stichprobengrof3e, Mittelwerte und Standardabweichungen sowie die Perzentile an.

B Darstellung des Fiitterungseffekts auf die CD4"CD8 -Population. Die Tiere der Probiotikumgruppe
hatten (unabhingige vom Alter) signifikant hohere Anteile an CD4"'CD8-Zellen als die Kontrolltiere
(p=0,013).
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4.4.2. CD4 CDS§' -Zellen

Bei den 29 Tage alten Tieren hatten die Kontrolltiere einen hdheren prozentualen Anteil an
CD4°CD8"-Zellen als die probiotischen Tiere. Dieses Verhiiltnis kehrte sich bei den 56 Tage
alten Tieren um. Ein signifikanter Effekt der Fiitterung war aber nur bei 29 Tage alten Tieren

zu verzeichnen (T-Test, t(16)= -3,29, P=0,025).

Abb. 4.27
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Tabelle 4-13

Alter der Tiere Futterungsgr}lp pe
Kontrollgruppe | Probiotikumgruppe

N Gilltig 10 8

Fehlend 0 0
29 Mittelwert 20,48 13,32
Tage Standardabweichung 7,45 5,91
Perzentile 25 16,05 8,10
75 23,25 17,72

N Gilltig 10 8

Fehlend 0 0
56 Mittelwert 16,54 17,91
Tage Standardabweichung 6,13 6,54
Perzentile 25 12,2 11,85
75 19,57 24,22

Abb. 4.27 Entwicklung des Anteils der CD4 CD8"-Zellen in den aus jejunalen PP gereinigten
Immunzellen in der Probiotikumgruppe (graue Balken) und der Kontrollgruppe (weille
Balken). Die Tabelle 4-13 gibt die Stichprobengrofle, Mittelwerte, Standardabweichungen
sowie die Perzentile an.
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4.4.3. CD21"-Zellen

56 Tage alte Tiere der Probiotikumgruppe wiesen signifikant weniger CD21%-Zellen in den

jejunalen (proximalen ) PP auf als die gleichaltrigen Tiere aus der Kontrollgruppe. Am 29.

Lebenstag waren die Unterschiede nicht signifikant.

Abb. 4.28

Tabelle 4-14

Anteil der CD21+ Zellen in prox. PP (%)
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Alter der Tiere Futterungsgr}lp Pe
Kontrollgruppe | Probiotikumgruppe

N Giiltig 10 7

Fehlend 0 1
29 Mittelwert 58,54 62,51
Tage Standardabweichung 8,07 8,35
Perzentile 25 54,92 55,80
75 65,62 68,10

N Guiltig 10 7

Fehlend 0 1
56 Mittelwert 61,78 50,35
Tage Standardabweichung 5,35 13,41
Perzentile 25 57,27 47,20
75 67,02 60,80

Abb.4.28 Entwicklung des Anteils der CD21"-Zellen in den aus jejunalen PP gereinigten
Lymphozyten in der Probiotikumgruppe (graue Balken) und der Kontrollgruppe (weille
Balken). Die Tabelle 4-14 gibt die Stichprobengrofe, Mittelwerte, Standardabweichungen

sowie die Perzentile an.
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Abb. 4.29 A Altersabhingige Prozentanteile verschiedener Lymphozytenpopulationen in den aus den
proximalen Peyerschen Platten gereinigten Zellfraktionen bei probiotisch behandelten Ferkeln (graue
Balken) und Kontrolltieren (weil3e Balken). Zwischen den Fiitterungsgruppen liegen beziiglich der
dargestellten Ergebnisse keine statistisch signifikanten Unterschiede vor.
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Abb. 4.29 B Altersabhingige Prozentanteile verschiedener Immunzellpopulationen in den aus den
proximalen Peyerschen Platten gereinigten Zellfraktionen bei probiotisch behandelten Ferkeln (graue
Balken) und Kontrolltieren (weile Balken). Zwischen den Fiitterungsgruppen liegen beziiglich der
dargestellten Ergebnisse keine statistisch signifikanten Unterschiede vor.
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4.5. Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analysen on intraepithelialen
Lymphozyten (IEL)

In den aus dem Jejunum gereinigten Zellfraktionen wurden die prozentualen Anteile von zehn
ausgewithlten ~Lymphozytenpopulationen bestimmt: CD1%-Zellen, CD3*CD8"-Zellen,
CD3'CD8-Zellen, CD3 CD8*-Zellen, CD8B*-Zellen, CD11"-Zellen, CD16*-Zellen, CD25"-
Zellen, CD45"-Zellen und y8*-T-Zellen. Bei der Auswertung der Daten wurden die toten
Zellen und die Zelltriimmer nicht in die Analyse einbezogen. Wie die Analysefenster gesetzt
wurden, soll anhand der CD8B*-Zellen erdrtert werden.
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Abb. 4.30

Oben links: Mit Propidiumjodid gefirbten toten Zellen befinden sich in Region H, (63,8%). In die weitere
Analyse gingen nur lebende Zellen (Region w, 33,6%) ein.

Oben rechts: Ein Analysefenster fiir Lymphozyten (Region R) und ein Analysefenster fiir die Epithelzellen
(Region G) werden so festgelegt, dass Zelltriimmer nicht mitberiicksichtigt werden.

Unten links: In die Analyse der im Epithel befindlichen Lymphozyten gingen nur Zellen aus der Region R ein.
Epithelzellen (Region G) wurden bei der Analyse der intraepithelialen Lymphozyten nicht berticksichtigt. Die
CD8B*-Zellen strahlen in FL1 (FITC). Sie bilden einen Anteil von 40,8% innerhalb der Lymphozytenregion (R).
Die restlichen 59,2 % der Region R sind CD8f3-Zellen. Sie werden daher im Fluoreszenz-Dot-Plot in der Region
03 und O1 dargestellt.

Unten rechts: Das Histogramm mit FL1 als x-Achse ermoglicht die Darstellung der Populationen nach
Fluoreszenz-Intensitit und relativer Haufigkeit, mit der eine bestimmte Intensitét auftritt.
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Tabelle 4-15 Auflistung der Prozentanteile (Mittelwerte) und Standardabweichungen der
gemessenen Lymphozytenpopulationen im Jejunum-Epithel (IEL)

11 Probiotik
Analysierte Kontr(? gruppe I‘Obl'Otl umgruppe
. (Alter in Tagen) (Alter in Tagen)
Zellpopulation
29 31 56 29 31 56
29,20 | 16,81 | 32,08 | 13,58 | 20,26 | 26,68
CD1* + + + + + +
5,37 | 7,55 | 11,68 | 10,08 | 13,04 | 7,03
19,10 | 12,83 | 22,98 | 6,63 | 12,27 | 18,66
CD3*CDs8* + + + + + +
12,94 | 429 | 11,58 | 4,22 | 6,95 | 6,28
24,19 | 7737 19,58 | 16,06 | 17,35 | 19,25
CD3*CD§ + - + + + +
8,89 10.66 722 | 3,85 | 6,31 | 7,42
5,32 | 492 | 647 | 495 | 4,48 | 5,01
CD3 CDS8* + + + + + +
5,60 | 247 | 6,70 | 8,27 | 554 | 2,91
21,75 |1 11,86 | 24,20 | 4,58 | 10,61 | 20,40
CD8 B* + + + + + +
8,84 | 3,29 | 831 | 480 | 7,92 | 4,54
272 | 142 | 1,38 | 2,63 | 2,26 | 0,52
CD11°* + + + + + +
2,0 0,67 | 099 | 0,87 | 1,98 | 0,24
18,76 | 20,06 | 16,1 | 15,85 | 19,73 | 16,90
CDh16" + + + + + +
7,15 | 7,28 | 4,16 | 4,53 | 13,11 | 8,31
3,07 | 2,22 | 1,79 | 4,13 | 3,36 | 1,67
CD25* + + + + + +
1,59 | 1,41 | 0,99 | 2,07 | 2,28 | 0,80
45,55 | 41,91 | 50,16 | 25,30 | 34,95 | 41,60
CD45" + + + + + +
22,01 | 12,81 | 11,59 | 12,93 | 23,11 | 10,51
13,24 | 16,37 | 6,43 | 6.62 | 9,63 | 6,08
8y" (TCR1) + + + + + +
8,16 | 9,77 | 7,53 | 4,63 | 598 | 1,88
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4.5.1. CD1"-Zellen

Ein Effekt der Fiitterung auf diese Population der Darmzellen war nur tendenziell zu
verzeichnen (p=0,076). Deutlicher (signifikant) war der Unterschied zwischen den
Altersgruppen. Insbesondere zeigten die 31 Tage alten Tiere unabhiingig von der Fiitterung

einen signifikant niedrigeren Wert als die 56 Tage alten Tiere.

Abb. 4.31 A
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Tabelle 4-16
Alter der Ti Fiitterungsgruppe
erder liere Kontrollgruppe | Probiotikumgruppe
N Gltig 6 6
Fehlend 4 4
29 Mittelwert 29,20 13,58
Tage Standardabweichung 5,37 10,08
Perzentile 25 24,40 6,02
75 33,07 18,90
N Giltig 6 6
Fehlend 4 4
31 Mittelwert 16,81 20,26
Tage Standardabweichung 7,55 13,04
Perzentile 25 13,05 5,40
75 21,12 30,80
N Giltig 8 6
Fehlend 2 2
56 Mittelwert 32,08 26,68
Tage Standardabweichung 11,68 7,03
Perzentile 25 19,82 18,87
75 39,85 32,75
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Abb. 4.31 B
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Abb. 4.31

Alter der Ferkel (Tage)

A Entwicklung des Anteils der CD1'-Zellen an den intraepithelialen Lymphozyten in der
Probiotikumgruppe (graue Balken) und der Kontrollgruppe (weifle Balken). Die Tabelle 4-15 gibt die
Stichprobengrofe, Mittelwerte und Standardabweichungen an.

B Zeitliche Entwicklung der CD1"-Zellen. Unabhiingig von der Fiitterung hatten 31 Tage alte Tiere
mehr CD1%-Zellen innerhalb der IEL-Fraktion als 56 Tage alte Tiere (Tamahan, p=0,036).
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4.5.2. CD3'CD8du’ -Zellen

Bei allen Altersgruppen hatten die probiotisch behandelten Tiere signifikant niedrigere
Anteile an CD3"CD8"-Zellen als die Kontrolltiere (p=0,04). Vergleicht man die Altersklassen
miteinander, so stellt man fest, dass 56 Tage alte Tiere unabhidngig von der Fiitterung

signifikant mehr CD3*CD8"-Zellen als 29 Tage und 31 Tage alte Tiere hatten.

Abb. 4.32 A
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Tabelle 4-17
Alter der Ti Fiitterungsgruppe
erder 1iere Kontrollgruppe | Probiotikumgruppe
N Giltig 10 8
Fehlend 0 2
29 Mittelwert 19,10 6,63
Tage Standardabweichung 12,94 4,22
Perzentile 25 6,57 3,07
75 32,32 7,85
N Gltig 10 10
Fehlend 0 0
31 Mittelwert 12,83 11,27
Tage Standardabweichung 4,29 6,95
Perzentile 25 10,32 4,92
75 16,45 15,37
N Gltig 10 8
Fehlend 0 0
56 Mittelwert 22,98 18,66
Tage Standardabweichung 11,58 6,28
Perzentile 25 11,02 12,75
75 32,92 24,15
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Abb. 4.32 B
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Abb. 4-32

A Entwicklung des Anteils der CD3'CD8"-Lymphozyten an den intraepithelialen
Lymphozyten (IEL) der Probiotikumgruppe (graue Balken) und der Kontrollgruppe (weille
Balken). Die Tabelle gibt die Stichprobengrofle, Mittelwerte und Standardabweichungen an.
B Darstellung des Fiitterungseffekts (p=0,036).

C 56 Tage alte Tiere hatten signifikant mehr CD3"CD8'-IEL als 29 Tage alte Tiere
(Tamahan, p=0,032) und signifikant mehr als 31 Tage alte Tiere (Tamahan p= 0,003).
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4.5.3. CD3*CDS§ -Zellen

Die Ferkel der Probiotikumgruppe hatten zu allen gemessenen Zeitpunkten signifikant
niedrigere Werte als die der Kontrollgruppe. (p=0,056). Der prozentuale Anteil dieser
Population nahm bei den Kontrolltieren mit dem Alter tendenziell ab, wihrend er bei den

Ferkeln der Probiotikumgruppe unveréndert blieb.
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Tabelle 4-18
. Fiitterungsgruppe
Alter der Tiere Kontrollgruppe | Probiotikumgruppe
N Giltig 10 8
Fehlend 0 2
29 Mittelwert 24,19 16,06
Tage Standardabweichung 8,89 3,85
Perzentile 25 15,37 13,47
75 32,77 19,10
N Giltig 10 10
Fehlend 0 0
31 Mittelwert 27,37 17,35
Tage Standardabweichung 10,66 6,316
Perzentile 25 18,62 12,65
75 34,90 22,20
N Gultig 10 8
Fehlend 0 0
56 Mittelwert 19,58 19,25
Tage Standardabweichung 7,22 7,42
Perzentile 25 12,80 13,62
75 25,27 24,97

112



Ergebnisse

Abb. 4.33 B
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Abb. 4.33

A Entwicklung des Anteils der CD3"CD8™-Zellen an den intraepithelialen Lymphozyten (IEL)
in der Probiotikumgruppe (graue Balken) und in der Kontrollgruppe (weifle Balken).

Die Tabelle 4-18 gibt die Stichprobengrofle, Mittelwerte und Standardabweichungen an.

B Darstellung des Fiitterungseffekts (p=0,056)
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4.5.4. CD8B*-Zellen

Bei den probiotisch behandelten Tieren war der Protzentsatz dieser Population unabhingig
vom Alter der Tiere signifikant niedriger als bei den Kontrolltieren (p=0,001). Dieser
Unterschied war insbesondere am 29. Lebenstag zu beobachten. Vergleicht man die Werte der
Altersklassen miteinander, ohne Beriicksichtigung der Fiitterung, so stellt man fest, dass 56

Tage alte Tiere signifikant hohere Werte haben als 31 Tage alte Tiere (Tamahan, p=0,001).

Abb. 4.34 A
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Tabelle 4-19

. Fiitterungsgruppe
Alter der Tiere Kontrollgruppe | Probiotikumgruppe
N Gultig 6 5
Fehlend 4 5
29 Mittelwert 21,75 4,58
Tage Standardabweichung 8,84 4,80
Perzentile 25 13,77 9,90
75 29,30 8,75
N Gltig 6 6
Fehlend 4 4
31 Mittelwert 11,86 10,61
Tage Standardabweichung 3,29 7,92
Perzentile 25 9,15 2,02
75 14,30 17,40
N Gltig 8 6
Fehlend 2 2
56 Mittelwert 24,20 20,40
Tage Standardabweichung 8,31 4,54
Perzentile 25 15,82 17,27
75 31,57 25,22
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Abb. 4.34 B
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Abb. 4-34

A. Entwicklung des Anteils der CD8B+-Zellen an den IEL der Probiotikumgruppe (graue
Balken) und der Kontrollgruppe (weille Balken). Die Tabelle 4-19 gibt die Stichprobengrof3e,
Mittelwerte und Standardabweichungen an.

B. Darstellung des Fiitterungseffekts (p=0,001),

C. Darstellung der zeitlichen Entwicklung: Die 31 Tage alten Tiere hatten signifikant weniger
von diesen Zellen als 56 Tage alte Tiere (Tamahan P= 0,001)
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4.5.5. CD45"-Zellen

In der Probiotikumgruppe nahm der Anteil der IEL (CD45%-Zellen) im Epithel zwischen dem
29. Lebenstag und dem 56. Lebenstag zu. In dieser Zeit hatten die Kontrolltiere signifikant
hohere Anteile an Immunzellen im Epithel als die probiotisch behandelten Tiere (p=0,037).

Abb.4.35 A
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Tabelle 4-20

. Fiitterungsgruppe
Alter der Tiere Kontrollgruppe | Probiotikumgruppe

N Giltig 10 10

Fehlend 0 0
29 Mittelwert 45,55 25,30
Tage Standardabweichung 22,01 12,93
Perzentile 25 31,82 19,22
75 67,50 30,75

N Glltig 10 8

Fehlend 0 2
31 Mittelwert 41,91 34,95
Tage Standardabweichung 12,81 23,11
Perzentile 25 32,27 10,37
75 52,40 55,20

N Gltig 10 7

Fehlend 0 1
56 Mittelwert 50,16 41,60
Tage Standardabweichung 11,59 10,51
Perzentile 25 43,75 34,80
75 60,32 53,20
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Abb. 4.35 B
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A. Anteil der IEL (CD45"-Zellen) im jejunalen Epithel in der Probiotikumgruppe (graue
Balken) und der Kontrollgruppe (weile Balken). Die Tabelle gibt die Stichprobengrofle,
Mittelwerte und Standardabweichungen an.

B. Darstellung des Fiitterungseffekts (p=0,037).

C. Darstellung der Altersabhingigkeit: Die 31 Tage alten Tiere hatten signifikant weniger
von diesen Zellen als 56 Tage alte Tiere (Tamahan P= 0,001).
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Anteil der CD3-CDB+ Zellen an den IEL (%)

Anteil der CD16+ Zellen an den IEL (%)

Abb. 4.36 Altersabhiingige Anteile ausgewdhlter Lymphozytenpopulationen in der aus dem
proximalen Epithel gereinigten Zellfraktion bei probiotisch behandelten Tieren (graue
Balken) und bei Kontrolltieren (weile Blaken). Zwischen den Fiitterungsgruppen liegen
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beziiglich der dargestellten Ergebnisse keine statistisch signifikanten Unterschiede vor.
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4.6. Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analysen von Inmunzellen aus den
mesenteriellen Lymphknoten

Die Prozentsitze der folgende Immunzellpopulationen wurden mittels Durchflusszytometrie
ermittelt: CD4"CD8"-Zellen, CD4'CD8-Zellen, CD4 CD8"-Zellen, v&'-Zellen, CD14"-
Zellen, CD16"-Zellen, CD21*-Zellen und CD25%-Zellen.

Zur Auswertung der Daten wurden Analysefenster so festgelegt, dass weder Zelltrlimmer,
noch die mit Propidiumjodid geférbten toten Zellen in die Analyse einbezogen wurden. Wie
die Analysefenster gewihlt wurden, soll am Beispiel der Auswertung von CD14"-Zellen

erldutert werden.
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Abb. 4.37. Auswertung der durchflusszytometrischen Daten der aus den Lymphknotendaten
isolierten Lymphozyten.

Oben links: Mit Propidiumjodid gefirbte tote Zellen befinden sich in der Region H (15,8%). In die weitere
Analyse gingen nur lebende Zellen aus der Region S ein (83,3%).

Oben rechts: Analysiert werden alle Zellen in Region C, so dass Zelltriimmer ausgeschlossen werden

Unten links: Dot-Plot Darstellung FL1 vs FL2. CD14"-Zellen werden in den Regionen P4 und P2 dargestellt
(mit FITC gefarbt). Ihr Prozentsatz macht 10,7% aus. Die restlichen 88,1 % sind CD14" -Zellen und werden
daher in den Regionen P3 und P1 dargestellt.

Unten rechts: ein Histogramm mit FL1 als x-Achse.
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Tabelle 4-21 Prozentanteile (Mittelwerte) und Standardabweichungen ausgewihlter
Immunzellpopulationen in der aus den mensenterialen Lymphknoten gereinigten Zellfraktion
(Organproben aus 31 Tage alten Ferkeln)

ZleAilr; acglslllzrttiin Kontrollgruppe | Probiotikumgruppe

9,2 9,0

CD4"CD8* + +
2,38 2,93
30,23 39,15

CD4"CD§" + +
12,93 5,94
27,53 24,17

CD4CD8" + +
8,12 8,83

10,54 6,06

CD14" + +
6,16 3,07
22,41 15,27

CD16" + +
10,36 8,63
22,33 20,94

CD21" + +
9,87 10,68

14,82 11,2

CD25" + +
7,79 4,61

10,05 8,60

v8" (TCR1) + +
5,28 0,00
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4.6.1. CD14"-Zellen

Die probiotisch behandelten Tiere hatten signifikant weniger CD14"-Zellen in den

mesentrialen Lymphknoten als Kontrolltiere. (p=0,01)

Abb. 4.38
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Tabelle 4-22

. Fiitterungsgruppe
Alter der Tiere Kontrollgruppe | Probiotikumgruppe
N Giltig 9 10
Fehlend 1 0
31 Mittelwert 10,54 6,06
Tage Standardabweichung 6,16 3,07
Perzentile 25 5,30 3,57
75 15,65 8,65

Abb. 4.38 Anteil der CDI14"-Zellen in den mesenterialen Lymphknoten der
Probiotikumgruppe (graue Balken) und der Kontrollgruppe (weille Balken). Die Tabelle 4-22
gibt die Stichprobengrofle, Mittelwerte, Standardabweichungen und die Perzentile an.
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4.6.2. CD16"- Zellen

Die Tiere der Probiotikumgrupppe hatten signifikant weniger CD16"-Zellen als Tiere der
Kontrollgruppe (p<0,001).

Abb. 4-39
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Tabelle 4-23

. Fiitterungsgruppe
Alter der Tiere Kontrollgruppe | Probiotikumgruppe
N Giltig 9 10
Fehlend 1 0
31 Mittelwert 22,41 15,27
Tage Standardabweichung 10,36 8,63
Perzentile 25 12,50 9,05
75 31,60 20,15

Abb. 4.39 Anteil der CD16"-Zellen in den mesenterialen Lymphknoten der Probiotikumgruppe (graue
Balken) und der Kontrollgruppe (weile Balken). Die Tabelle 4-23 gibt die Stichprobengrofe,

Mittelwerte, Standardabweichungen, sowie die Perzentile an.
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Abb. 4.40 Altersabhédngiger prozentualer Anteil der analysierten Immunzellsubpopulationen
in der aus mesenterialen Lymphknoten gereinigten Zellfraktion bei probiotisch behandelten
Tieren (graue Balken) und Kontrollieren (weille Balken). Zwischen den Fiitterungsgruppen
liegen beziiglich der dargestellten Ergebnisse keine statistisch signifikanten Unterschiede vor.
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4.7. Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analyse von Immunzellen aus den
Tonsillen

Die Prozentsitze folgender Immunzellsubpopulationen wurden bestimmt: CD3"CD8"-Zellen,
CD3"CDS8-Zellen, CD3CDS8*-Zellen, TCR1%-Zellen, CD4"-Zellen, CD14"-Zellen und
CD21%-Zellen. Zur Auswertung der Rohdaten der DurchfluBzytometrie wurden nur lebende
Zellen beriicksichtigt. Tote Zellen (mit Propidiumjodid gefirbt) und Zelltriimmer wurden von
der Auswertung ausgeschlossen. Das folgende Beispiel (TCR1"-Zellen) soll zeigen, wie die

Analysefenster festgelegt wurden.
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Abb. 4.41 Auswertung der durchflusszytometrischen Analysen von Immunzellen aus den
Tonsillen . Oben links: Tote Zellen (mit Propidiumjodid gefirbt) befinden sich in der Region E (4,8%). In
die weitere Analyse gingen nur lebende Zellen ein (Region F, 93,9%). Oben rechts: Ein Analysefenster fiir
Lymphozyten (Region A). Unten links Dot-Plot-Darstellung FLL1 vs FL2. TCR1*-Zellen (y8-T-Zellen) werden
in der Region U4 dargestellt (mit FITC angefirbt), ihr Prozentsatz betrdgt 20,9. Die restlichen 78,8% sind
TCR1 Zellen und werden daher in der Region U3 gezeigt. Unten rechts: ein Histogramm mit FL1 als x-Achse
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Tabelle 4-24 Prozentanteile (Mittelwerte) und Standardabweichungen ausgewihlter
Immunzellpopulationen in der aus Tonsillen gereinigten Zellfraktion

Kontrollgruppe Probiotikumgruppe
Analysierte (Alter in Tagen) (Alter in Tagen)
Zellpopulation

29 31 56 29 31 56
0,4 0,3 0,14 | 1,03 | 0,87 | 0,25
CD3"CD8" + + + + + +
0,14 | 0,21 | 0,21 1.28 | 0,96 | 0,70
10,3 | 445 | 4,45 | 5,15 | 3,17 | 9,65
CD3"CD§" + + + + + +
042 | 1,45 1,45 | 2,28 | 0,78 | 2,05
2,9 3,53 | 3,53 | 6,20 | 3,55 | 2,15
CD3CD8* + + + + + +
028 | 1,82 | 1,82 | 9,76 | 3,07 | 0,21
3,15 | 3,02 | 3,02 | 8,67 |12,17| 3,70
TCR1" (§y T-Zellen) | =+ + + + + +
0,77 | 2,84 | 2,84 | 9,76 | 10,17 | 1,55
30,05 | 124 | 12,4 | 18,47 | 19,50 | 28,75
CDh4* + + + + + +
346 | 2,64 | 2,64 | 342 | 542 | 1,62
1,55 | 3,40 | 3,40 | 8,90 | 5,85 | 1,20
CDh14* + + + + + +
0,21 1,60 | 1,60 | 9,17 | 4,71 | 0,14
61,50 | 64,52 | 64,52 | 52,02 | 68,77 | 68,45
CD21* + + + +2 + +
00 4,68 | 4,68 | 6,16 | 2,99 | 4,73
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4.7.1. CD3*CD8"-Zellen
Die Probiotikumgruppe hatte tendenziell mehr CD3"CD8"-Zellen in den Tonsillen (p=0,07)

Abb. 4-42 A
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Tabelle 4-25

. Fiitterungsgruppe
Alter der Tiere Kontrollgruppe | Probiotikumgruppe

N Gultig 2 3

Fehlend 0 1
29 Mittelwert 0,40 1,03
Tage Standardabweichung 0,14 1,28
Perzentile 25 0,30 10
75 0,50 2,50

N Gltig 2 4

Fehlend 0 0
31 Mittelwert 0,30 0,87
Tage Standardabweichung 0,00 0,96
Perzentile 25 0,30 0,02
75 0,30 1,80

N Gltig 4 2

Fehlend 0 0
56 Mittelwert 0,40 0,25
Tage Standardabweichung 0,21 0,07
Perzentile 25 0,17 0,20
75 0,57 0,30
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Abb. 442 B

5 CD3+CD8+Zellen: Effekt der Fiitterung
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Abb. 4.42

A Entwicklung des Anteils der CD3"CD8"-Zellen in Tonsillen der Probiotikumgruppe (graue
Balken) und der Kontrollgruppe (weille Balken). Die Tabelle 4-25 gibt die Stichprobengrofie,
Mittelwerte und Standardabweichungen an.

B Darstellung des Fiitterungseffekts(p=0,07).
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4.7.2. CD3'CDS -Zellen

Der Effekt der Fiitterung war bei den 29 Tage alten und 56 Tage alten Ferkeln signifikant. Bei
den 29 Tage alten Tieren hatten die probiotisch behandelten Tiere signifikant weniger
CD3"CD8-Zellen (p=0,041), bei den 56 Tage alten Tieren hatten die probiotisch behandelten

Tiere signifikant mehr von diesen Zellen (p=0,008).
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Tabelle 4-26
Alter der Tiere Filtterungsgruppe
Kontrollgruppe | Probiotikumgruppe
N Giltig 2 4
Fehlend 0 0
29 Mittelwert 10,30 5,15
Tage Standardabweichung 424 2,28
Perzentile 25 10,00 3,47
75 10,60 7,57
N Gltig 2 4
Fehlend 0 0
31 Mittelwert 6,10 3,17
Tage Standardabweichung 000 0,78
Perzentile 25 6,10 2,35
75 6,10 3,82
N Giltig 4 2
Fehlend 0 0
56 Mittelwert 4,45 9,65
Tage Standardabweichung 1,45 2,05
Perzentile 25 3,20 8,20
75 5,95 11,10

Abb. 4.43 Entwicklung des Anteils der CD3+CD8-Zellen in den Tonsillen der
Probiotikumgruppe (graue Balken) und der Kontrollgruppe (weile Balken). Die Tabelle gibt
die Stichprobengrofie, Mittelwerte, Standardabweichungen und Perzentile an.
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4.7.3. TCR1"-Zellen (y5-T-Zellen)

Ein tendenzieller Effekt der Fiitterung war unabhéngig vom Alter der Tiere zu verzeichnen.

Die probiotische Behandlung erhoht den Anteil der y6-T-Zellen tendenziell (p=0,074).

Abb. 4.44 A
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N Gltig 2 4
Fehlend 0 0
29 Mittelwert 3,15 8,67
Tage Standardabweichung 0,77 9,43
Perzentile 25 2,60 2,95
75 3,70 18,47
N Giltig 2 4
Fehlend 0 0
31 Mittelwert 2,20 12,17
Tage Standardabweichung 0,70 10,17
Perzentile 25 1,70 3,30
75 2,70 21,47
N Giltig 4 2
Fehlend 0 0
56 Mittelwert 3,02 3,70
Tage Standardabweichung 2,84 1,55
Perzentile 25 0,40 2,60
75 5,67 4,80
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Abb. 4.44 B
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A Entwicklung des Anteils der TCR1"-Zellen in den Tonsillen der Probiotikumgruppe (graue
Balken) und der Kontrollgruppe (weifle Balken). Die Tabelle 4-27 gibt die Stichprobengrofle,
Mittelwerte, Standardabweichung sowie Perzentile an.

B Darstellung des Fiitterungseffekts (p=0,074).
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4.7.4. CD4*-Zellen

Auch auf diese T-Zell-Population hatte die Fiitterung einen signifikanten Effekt, aber nur bei
den 29 und 56 Tage alten Tieren. Bei den 29 Tage alten Kontrolltieren war der Prozentsatz
dieser Zellen signifikant hoher (T-Test, p=0,01). Hingegen war ihr Anteil bei den 56 Tage

alten Kontrolltieren signifikant niedriger als in der Probiotikumgruppe (p=0,001).
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Tabelle 4-28
Alter der Tiere Filtierungsgruppe
Kontrollgruppe | Probiotikumgruppe
N Gultig 2 4
Fehlend 0 0
29 Mittelwert 30,05 18,47
Tage Standardabweichung 3,46 3,42
Perzentile 25 27,60 15,92
75 32,50 22,10
N Gltig 2 4
Fehlend 0 0
31 Mittelwert 20,10 19,50
Tage Standardabweichung 0,42 5,42
Perzentile 25 19,80 14,57
75 20,40 24,77
N Giltig 4 2
Fehlend 0 0
56 Mittelwert 12,42 28,75
Tage Standardabweichung 2,64 1,62
Perzentile 25 10,32 27,60
75 15,05 29,90
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Abb. 445 B
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Abb. 4.45

A Entwicklung des Anteils der CD4"-Zellen in Tonsillen der Probiotikumgruppe (graue
Balken) und der Kontrollgruppe (weifle Balken). Die Tabelle 4-28 gibt die Stichprobengrofle,
Mittelwerte, Standardabweichung und die Perzentile an.

B Darstellung der Altersabhingigkeit (Keine statistische Signifikanz).
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Anteil der CD3-CD8+ Zellen in den Tonsillen (%)
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in den aus Tonsillen

probiotisch behandelten Tieren (graue Balken) und

Kontrolltieren (weifle Balken). Zwischen den Fiitterungsgruppen liegen beziiglich der dargestellten
Ergebnisse keine statistisch signifikanten Unterschiede vor.
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5. Diskussion
5.1. Das Studiendesign
5.1.1. Das Schwein als Tiermodell

Der Verdauungstrakt des Schweins weist eine Reihe von anatomischen und physiologischen
Ubereinstimmungen mit dem Magen-Darm-Trakt des Menschen auf, und auch die Verdau-
ungshormone und Verdauungsenzyme des Schweins sind den menschlichen &hnlich
(BROWN & TERRIS, 1996; TUMBLESON & SCHOOK, 2005). Beide sind Omnivoren,

weshalb die Kommensalflora ebenfalls Ahnlichkeiten aufweist.

Aufgrund dieser generellen Ubereinstimmungen in Struktur und Funktion finden sich auch
Ahnlichkeiten in Hinblick auf die Empfindlichkeit gegeniiber oral aufgenommenen Darm-
pathogenen wie Salmonellen und enterohdmorrhagischen Escherchia coli (REEDS & ODLE,
1996; ROHRER et al., 2002), weiterhin in Hinblick auf die Zusammensetzung der Nahrung
und die Verzehrmengen (ROHRER et al., 2002; TUMBLESON & SCHOOK, 2005) sowie im
Hinblick auf die OrgangroBen (BASSAGANYA-RIERA et al., 2004) und nicht zuletzt in
Hinblick auf die genetische Homologie, was das Risiko einer OrganabstoBBung nach einer Xe-
notransplantation zwischen Mensch und Schwein reduziert (BASSAGANYA-RIERA et al.,
2004; HOLTMEIER et al., 2002; TUMBLESON & SCHOOK, 2005).

Im Vergleich zu den herkommlichen Labortieren bietet das Schwein aufgrund seiner Korper-
grofe die Moglichkeit, groBe Mengen an Gewebe zu gewinnen. Im Rahmen dieser Arbeit
konnte bei jeder Totung eines Ferkels Probenmaterial fiir mehrere Arbeitsgruppen aus sechs
Fachrichtungen gewonnen werden, wodurch die Zahl der notwendigen T6tungen auf ein Mi-

nimum reduziert wurde.

Bei dieser Arbeit steht das zelluldre Immunsystem des Schweins im Vordergrund. Diesbeziig-
lich weist das Schwein eine Reihe von Besonderheiten auf. Im Gegensatz zu Primaten und
Nagern hat das Schwerin eine Plazenta epitheliochoriales, weshalb wihrend der Trachtigkeit

keine maternalen Antikoper auf die Feten iibertragen werden.

Der Fetus ist daher immunologisch von der Mutter getrennt, umso wichtiger ist die Ko-
lostrumzufuhr, denn erst mit der Aufnahme von Kolostrum bekommt das Neugeborene wirk-
same Antikorper, die wihrend der ersten Stunden nach der Geburt die Darmbarriere passieren
konnen und systemisch wirken. Schon nach wenigen Tagen werden diese maternalen Anti-
korper nicht mehr resorbiert, da die Darmbarriere fiir sie nicht mehr passierbar ist. Sie wirken

aber lokal im Darm und leisten einen wichtigen Beitrag zum Schutz gegen Darminfektionen.
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Anders als beim Menschen ist der Darm des neugeborenen Ferkels frei von Leukozyten
(ROTHKOTTER & PABST, 1989). Erst nach der Geburt beginnen die Leukozyten, in das
sog. Gut Associated Lymphoid Tissue (GALT) einzuwandern. Die bakterielle Besiedlung im
Darm scheint diese Einwanderung der Lymphozyten zu stimulieren (HAVERSON et al.,
2002), ferner fiihrt die Besiedlung des Darms mit kommensalen Mikroorganismen zur Entste-
hung oraler Toleranz und reguliert somit die Immunantwort (HOOPER & GORDON, 2001;
HOOPER et al., 2001). Auch die Entwicklung der intraepithelialen Lymphozyten (IEL) wird
maBgeblich durch gram-negative Bakterien stimuliert (ROTHKOTTER et al., 1989). Z. B. So
stimulieren die bakteriellen Lipopolysaccharide (LPS) die IEL zur IL-15-Produktion. IL-15
spielt ein grofe Rolle bei der Entwicklung von TCRafCD8aa (KANEKO et al., 2004). Diese
Beobachtung unterstreicht die Wichtigkeit der Darmflora bei der Entwicklung des Darmim-

munsystems.

5.1.2. Versuchsdiit

Die Fiitterung der Sauen wurde ihren Stoffwechselleistungen angepasst (tragende oder laktie-
rende Sauen). Thre Grundversorgung mit Ballaststoffen wurde durch die Verwendung von
Getreide (Gerste und Weizen) gewihrleistet. Hinsichtlich Futterverwertung und -aufnahme
bestand kein Unterschied zwischen den Versuchsgruppen. Bei den Ferkeln wurde die tégliche
Futterration an das steigende Korpergewicht der Tiere angepasst. Die Festsetzung des Probio-
tikum-Anteils im Futter (1,4x106 bis 7,5)(106 KBE/Gramm Futter), orientierte sich an friiheren
Studien zur Immunmodulation des Probiotikums Enterococcus faecium NCIMB 10414

(SCHAREK et al., 2005; TARAS et al., 2006; SIMON et al., 2001).

Schon wihrend der Saugperiode wird die kommensale Flora der Muttersau auf die Saugferkel
tibertragen. In einer Studie mit dem Probiotikum Enterococcus faecium NCIMB 10415 konnte
bewiesen werden, dass diese probiotischen Bakterien in den Faeces von 14 Tage alten Ferkeln
nachweisbar waren, wenn ihre Muttersauen mit dem gleichen Probiotikum gefiittert worden
waren (MACHA et al., 2004). Ahnliche Ergebnisse zeigten auch Untersuchungen anderer
Autoren (VAN BELLE et al., 1990; SIMON et al., 2001).

5.1.3. Auswahl der Salmonelleninfektionsdosis und der Infektionsmethode

Basierend auf den Ergebnissen aus mehreren Studien mit verschieden Probiotika konnte ge-

zeigt werden, dass bestimmte Probiotika-Priparate oder Kombinationspridparate mit mehreren
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Probiotika in der Lage sind, das Vorkommen von bestimmten pathogenen Keimen zu reduzie-
ren und aktiv gegen eine Infektion zu wirken. In diesem Zusammenhang wurde beobachtet,
dass bestimmte pathogene E. coli Serovare nach der Verfiitterung des Probiotikums Entero-
coccus faecium NCIMB 10415 an die Ferkel im Vergleich zu einer unbehandelten Kontroll-

gruppe signifikant seltener aus den Tieren isoliert werden konnten (SCHAREK et al., 2005)

Die Behandlung mit dem gleichen Probiotikum reduziert die Ubertragung von Chlamydien

von positiv getesteten Sauen auf die Ferkel (POLLMANN et al., 2005).

In dieser Arbeit wurde der Effekt der Supplementierung mit dem Probiotikum Enterococcus
faecium NCIMB 10415 auf die zelluldre Immunitédt von Ferkeln wihrend einer experimentel-
len Infektion mit Salmonella typhimurium DT104 (definitive typ 104 oder Phagotyp 104) un-
tersucht. Die Auswahl der Salmonellen fiir diesen Versuch fand unter Beriicksichtigung meh-

rerer Aspekte statt.

Insbesondere Salmonella typhimurium und Salmonella cholerasuis, sind die am héufigsten
isolierten Salmonellen-Spezies aus dem Schwein (HIGGINS & GOTTSCHALK, 1999). Sal-
monella typhimurium war im Jahr 2000 die am hidufigsten isolierte Salmonella-Spezies bei an
Salmonellose erkrankten Menschen (RABSCH et al., 2001), ferner wurde Salmonella typhi-
murium DT104 bei Menschen regelmiéfig nach dem Verzehr von Fleisch aus infizierten Tie-
ren isoliert (WALL et al., 1994; BESSER et al., 1997). Salmonella typhimurium DT104 ist
weltweit der hdufigste aus Menschen und Tieren isolierte Phagotyp (LAVAL et al., 1989;
BROWN et al., 2007). Die Bedeutung dieses Serovars fiir die Offentlichkeit ist steigend
(HELMS et al., 2005). Es wird geschitzt, dass in den USA jihrlich ca. vier Millionen Fille
von Salmonellose mit ca. 500 Todesféllen auftreten. Die meisten davon werden durch Salmo-

nella typhimurium verursacht (GLYNN et al., 1992).

Subklinische Infektionen, kontaminierte Umwelt, lang anhaltende oder intermittierende Aus-
scheidung sowie die Empfinglichkeit des Schweins fiir eine groBe Anzahl von Salmonellen-
Serovaren, die fiir das Schwein wenig pathogen sind, fiir den Menschen aber eine Gefahren-
quelle darstellen — insbesondere nach dem Verzehr von Schweinfleisch oder anderen Produk-

ten — unterstreichen die Wichtigkeit der Salmonellose als Zoonose.

Aus diesen Griinden haben viele Linder weltweit nationale Programme entwickelt, um die
Verbreitung von Salmonellen in den Tierbestdnden zu bekdmpfen (POPPE et al., 1998; HO-
GUE et al., 1997; RIBOT et al., 1985). Da eine vollige Verdrangung der Salmonellen aus den
Tierbestdnden realisierbar ist (BLAHA et al., 2002; BLAHA et al., 1993), streben die meis-
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ten Bekdmpfungsprogramme ,,salmonellenfreie Tierbestinde an. Neben der Uberwachung
der verschieden Produktionsstufen stellen das Management, die Therapie und die Vakzination
die wichtigsten Sdulen der Salmonellenbekdmpfungspldne dar. Sehr zu empfehlen sind wei-
terhin MaBnahmen wie die Rein-Raus-Belegung, eine rigorose Reinigung und Desinfektion
von Geridtschaften und Stillen, die Vermeidung der Einschleppung von infektiosem Material,
der auf wenige Personen begrenzte Zugang zu den Tierstillen, Fliegen- und Schadnagerbe-
kdmpfung, die Minimierung der Staub- und Aerosolbildung und ein salmonellenfreies Futter

(DAHL et al., 1996a).

Von Vermehrungsbestinden bis hin zu den Schlachtprodukten werden mit Hilfe eines fiir
Salmonellen-Antikoper spezifischen ELISA die Tiere und ihre Schlachtprodukte auf Antikor-
per untersucht. Prozesskontrollen wihrend der Futtermittelherstellung und Kontrollen der
fertigen Futtermittel nach der Warmebehandlung finden bei allen registrierten Futtermittel-

herstellern statt (EGAN et al., 1997; FEDORKA-CRAY et al., 1997a).

Die medikamentelle Behandlung und Sanierung von Salmonellentrigern ist weder beim Men-
schen noch bei Tieren sehr erfolgreich. Sie fiihrt in der Regel lediglich zu einer Verldngerung
der Erregerausscheidung und birgt dariiber hinaus das Risiko eines vermehrten Auftretens von
Resistenzen. In diesem Zusammenhang wurde gezeigt, dass mehrfachresistente Salmonellen-
Serovare in Deutschland hédufiger nachzuweisen waren als in den skandinavischen Léndern.
Daher ist die Ausmerzung von Dauerausscheidern die beste Losung, um die Verbreitung von
Salmonellen zu verhindern (GANTER et al., 1998; SELBITZ et al., 1992; WIERUP et al.,
1997).

Die Durchfiihrung von ImpfmaBBnahmen gegen Salmonellosen dient in erster Linie der Ver-
hinderung der Infektion und damit einer besseren Immunabwehr und einer Reduzierung der
Salmonellenbelastung in den Tierbestdnden. Auf dem Markt sind mehre lebende und attenu-
ierte Impfstoffe erhiltlich. Die Vakzination ist erwiesenermallen ein effektives Mittel, um die
klinische Salmonellose bei Mastschweinen zu verhindern. Allerdings ist sie im Rahmen eines
Kontrollprogramms nicht geeignet, weil es durch die Impfung zu einem signifikanten Anstieg
der Antikorpertiter kommt, der in serologischen Untersuchungen keine eindeutige Aussage
iiber den Salmonellenstatus in den Bestinden zuldsst (GANTER et al., 1998; ORTMANN et
al., 1999).

In der heutigen Schweinehaltung versucht man, die in den vorherigen Abschnitten beschrie-

benen MaBnahmen mit dem Einsatz weiterer Mittel zu unterstiitzen, die die Vermehrung der
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Salmonellen reduzieren oder den Ausbruch einer Infektion unterbinden sollen. Besondere
Fiitterungssysteme werden verwendet, um die Vermehrung von Salmonellen im Darm zu ver-
hindern. Es wurde z. B. nachgewiesen, dass saure Futtermittel und Fliissigfiitterung die Sal-
monellenbelastung reduzierten (STEGE et al., 1998). In den meisten Fliissigfiitterungssyste-
men findet aufgrund der Milchsédure-produzierenden Bakterien und Hefen ein natiirlicher
Fermentationsprozess satt. Die Aziditit des Fliissigfutters und die Stabilisierung der gastroin-
testinalen Flora wirken hemmend auf die Vermehrung von Salmonellen (DAHL et al., 1996b;

1997a; WINGSTRAND et al., 1997).

Auch der Zusatz organischer Sduren bewirkt auf Dauer eine Reduktion der Salmonellen-
Privalenz in den Tierbestinden (DAHL et al., 1997b). Dabei stellt der Ausschluss von Darm-
pathogenen aus dem Verdauungstrakt der Schweine durch competitive exclusion (das heif3t
bevorzugte Kolonisation des Intestinaltraktes mit Kommensalen) eine gute Strategie fiir die

Reduzierung der Salmonellen-Infektionen bei Schweinen dar (STANKER et al. 1997).

Mit der Verfiitterung von Bakterienkulturen, die in der natiirlichen Darmflora des Schweins
vorkommen, wird versucht, das Angehen einer Salmonellen-Infektion zu verhindern. So
konnten LETELLIER et al. (2000) durch den Einsatz eines kommerziellen Gemischs aus Pro-
biotika (Ferlac—2® besteht aus 4% Lactobacillus acidophilus , 65% L. rhamnosus , 25% Ente-
rococcus faecium, 5.9% Streptococcus thennophilus und 0.1% L. bulgaricus) bei experimen-
tell mit Salmonella Typhimurium infizierten Absatzferkeln die Einwanderung der Salmonel-
len in die Gewebe hemmen und somit eine Reduktion der Keimtrédger erreichen. Allerdings
konnte die Ausbreitung in die Umgebung nicht vermindert werden. Durch die Etablierung
einer robusten Flora im Gastrointestinaltrakt von Saugferkeln mit Hilfe der Verfiitterung von
Probiotika konnte eine deutliche Reduzierung der Ausscheidung von Salmonellen erzielt wer-
den. Die Autoren betrachten die competitive exclusion als eine Mdoglichkeit, die Kolonisation
junger Schweine mit Salmonellen zu vermindern (FEDORKA-CRAY et al. 1997a; NISBET
et al. 1997).

Dementsprechend stellten PULLEN et al. (1999) eine deutlich niedrigere Salmonellen-
Privalenz in den Geweben von Saugferkeln fest, die mit Probiotika behandelt worden waren,
als in der Kontrollgruppe. Bei den humanen Salmonellosen werden Dauerausscheider unter
anderem mit Laktolose behandelt. Dieser Zucker, der im Darm kaum resorbiert wird, fiihrt zu
starkem Durchfall (GANTER 1998a; 1998b; WIEMER 1999). WIEMER (1999) konnte mit

dem Einsatz von Laktolose in einem Behandlungsversuch bei Mastschweinen eine signifikan-
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te Reduktion der Salmonellenausscheider erreichen, allerdings ist diese Therapieform fiir die

Anwendung unter Praxisbedingungen noch nicht ausgereift.

Frithere Untersuchungen mit dem Probiotikum Enterococcus faecium SF 68 wurden hiufig
mit klinisch gesunden Tieren durchgefiihrt (TARAS et al., 2006; SCHAREK et al., 2005, SI-
MON et al., 2001), die Autoren vermuten, dass die erzielten Effekte der Probiotika-
Supplementierung in Problembestédnden bzw. bei Tieren mit hoherer Belastung an Pathogenen

moglicherweise wesentlich groer wiren.

Fiir diese Arbeit war bei der Ermittlung einer geeigneten Infektionsdosis die Erzeugung einer
subklinischen Salmonellose wichtig. Fiir diese Art der Infektion wurde der deutlichste Effekt
einer Probiotikumfiitterung erwartet. Des Weiteren ist das Auftreten von klinischen Erkran-
kungen nach einer Infektion mit S. typhimurium in den Schweinebestinden eher die Ausnah-
me. Nach den Angaben verschiedener Autoren wurde bei der Salmonelleninfektion mit einer
Dosis von 10® bzw. 10° Keimen/Tier eine zumeist subklinisch verlaufende Infektion bei guter
Wiederfindungsrate der Erreger im Kot gesetzt (KAMPELMACHER et al., 1969). Bei mit S.
typhimurium infizierten fiinf Wochen alten Absatzferkeln bewirkte eine Infektionsdosis von
10" Keimen/Tier einen klinischen Verlauf mit wiederholten Durchfallperioden und einer
Salmonellenausscheidung tiber insgesamt 120 Tage (WILCOCK & OLANDER, 1978).
MARG et al. (2001) beschreiben bei experimentell induzierter Salmonellose mit dem multire-
sistenten S. typhimurium-DT104-Stamm ebenfalls milde klinische Symptome. In Anlehnung
an diese Erfahrungen und an die Ergebnisse anderer Autoren (FEDORKA-CRAY et al., 1995;
ISAACSON et al., 1992 FOSTER et al., 2002; COTE et al., 2004) wurde fiir die eigene Stu-
die eine Infektionsdosis von ca 10° Keimen/Tier gewdhlt. Um sicher zu gehen, dass alle Ver-
suchstiere moglichst die gleiche Menge an infektiosem Material aufnehmen, wurde unter
Verwendung der Magenschlundsonde (nach Sedation) eine gezielte enterale Inokulation der
Salmonellen in die Absatzferkel intragastral durchgefiihrt. Alle Tiere wurden vor der Infekti-
on serologisch-negativ auf Salmonellen mittels des ELISA-Testsystems, Salmotype® Pig

STM-WCE (LDL, Leipzig) im Bundesinstitut fiir Risikobewertung (Berlin) befunden.

5.1.4. Auswahl der Proben und Totungszeitpunkte

Die Entwohnung der Saugferkel von der Mutter (Absetzen) und ihre Umgruppierung stellen
fiir die Ferkel eine Stresssituation dar. Die Kommensalflora stellt sich um, und das Immun-

system befindet sich in einer ,,Aufbauphase®. In dieser Phase der Ferkelproduktion sind die
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Tiere besonders empfinglich fiir viele darmpathogene Bakterien und Viren, da ihr Immunsys-
tem noch nicht reif und der Schutz durch maternelle Antikoper nicht mehr ausreichend ist
gegen Infektionen (immunologische Liicke). Die wirtschaftlichen Verluste bei den Saug- und
Absatzferkeln sind in dieser Periode am hochsten. In der Ferkelproduktion betrdgt die Morta-
litdt in den ersten sechs Lebenswochen bis zu 20%, wovon die Hilfte auf infektionsbedingte

Durchfallerkrankungen zuriickzufiihren ist (HOEFLING et al., 1989).

In dieser Arbeit wurden deshalb Ferkel in der Entwéhnungsphase und dariiber hinaus unter-
sucht, um aufzuklidren, wie das Probiotikum Enterococcus faecium NCIMB 10415 die zelluli-
re Immunantwort zu modulieren vermag. Die reale Infektionsgefahr, der die jungen Ferkel in
dieser Phase ausgesetzt sind, wurde mit der experimentellen Salmonelleninfektion reprodu-

ziert.

Bei einer Studie mit jungen Ferkeln konnten Salmonellen nach einer experimentellen Infekti-
on mit Salmonella typhimurium DT104 schon drei Stunden nach der Infektion aus Caecum,
Colon und mittlerem [Ileum isoliert werden (FEDORKA-CRAY et al., 1995). In vitro-
Versuche zeigten, dass Salmonellen schon fiinf Minuten nach der Infektion an den M-Zellen
anhefteten. Sie drangen dann zwei bis vier Stunden danach in die Epithelzellen der Lamina
propria (MEYERHOLZ et al., 2003; SCHAUSER et al., 2004) ein. Das Eindringen der Sal-
monellen in den Darmepithelzellen beginnt ca 15 min. nach der Infektion und steigt kontinu-
ierlich bis 120 min. p. i. (BROWN et al., 2007). In einer Studie mit Midusen waren die Salmo-
nellen 4 Stunden p. i. in der Milz (SCHRODER et al., 2002). Diese Untersuchungen zeigen,
dass die systemische Verbreitung der Salmonellen viel schneller stattfindet als bisher ange-

nomimen.

In dieser Arbeit fanden die Totungen der Ferkel und die Probennahme jeweils drei Stunden,
24 Stunden, 71 Stunden und 28 Tage nach der Salmonellen-Infektion statt. Die Zeitpunkte der
Probennahme wurden so gewdhlt, dass sowohl sehr friihe als auch spitere Auswirkungen der
probiotischen Behandlung auf die zelluldre Immunantwort wihrend einer Salmonelleninfekti-
on untersucht werden konnten. Die Untersuchungen am 28. Tag nach der experimentellen
Salmonelleninfektion erlaubten zudem Aussagen iiber mogliche Auswirkungen der probioti-

schen Behandlung auf die Langzeitigausscheidung von Salmonellen.

Nach einer Infektion mit Salmonellen heften sich diese Bakterien an Darmepithelzellen und
dringen in die Lamina propria ein. Dort werden sie durch Makrophagen aufgenommen und in

Peyersche Platten, Lymphknoten, Magen und Leber (KRAMER et al., 1995) weiter ,,transpor-
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tiert”. Die Anheftung und das Eindringen der Salmonellen in das Darmepithel riefen oft eine
entziindliche Reaktion hervor sowie einen Anstieg der Nettosekretion von Fliissigkeiten ins
Darmlumen. Der Kontakt der Salmonellen mit den Enterozyten fiihrt zum Verlust der Mikro-
villi und zum ,,ruffling* der Epithelzellen. Dabei handelt es sich um morphologische Verin-
derungen der Zellmembran im Sinne von langen Fortsdtzen, hervorgerufen durch Polymerisa-
tion von Aktinfilamenten (GALAN et al., 1996). Meistens dringen die Salmonellen als erstes
iber das Follikel-assoziierte Epithel (FAE) in die Peyerschen Platten ein (JONES et al., 1994;
SCHAUSER et al., 2004).

Die Rolle der M-Zellen in der systemischen Verbreitung der Salmonellen wurde in mehreren
Studien belegt. Besonders die Lokalisation in der Domregion der Peyerschen Platten ist von
groBer Bedeutung, denn hier liegen diese Zellen in enger Nachbarschaft zu Makrophagen,
dendritischen Zellen (DC) und anderen Immunzellenarten (NEUTRA et al., 2001). In dieser
Region treffen die Salmonellen auf die Phagozyten (DC, Makrophagen und Neutrophile).
Von den Peyerschen Platten werden die Salmonellen durch verschiedenen Immunzellarten
,weitertransportiert in regionale Lymphknoten, Blut, Lunge (ISAACSON et al., 1992), in die
roten Pulpa der Milz (SALCEDO et al., 2001; RICHTER-DAHLDORS et al., 1997) in die
Hepatozyten (MASTROENI et al., 1995, CONLAN et al., 1992) und die Tonsillen (VAZ-
QUEZ-TORRES et al., 1999).

5.1.5. Auswahl der untersuchten Immunzellpopulation

Im Zuge der systemischen Verbreitung der Salmonelleninfektion werden sukzessive ver-
schiedene Organe in Mitleidenschaft gezogen. Wihrend die Immunantwort in den frithen Sta-
dien der Infektion auf den Darm beschrinkt ist, finden in den spiteren Stadien der Infektion
Immunreaktionen in weiteren Organen (z.B. Lunge und Milz) statt. Nach dem Eindringen in
die Makrophagen persistieren die Salmonellen intrazelluldr in zytoplasmatische Vakuolen und
verhindern die Fusion mit Lysosomen (BUCHMEIER et al., 1991; ALPUCHE et al., 1995).
In den Makrophagen ,,verborgen®, konnen die Salmonellen der humoralen und zum Teil auch
der angeborenen Immunantwort entgehen und sich vermehren. Daher ist eine starke zellulére
Immunantwort von entscheidender Bedeutung bei der Beseitigung der sich intrazellulédr be-

findenden Salmonellen (SELL et al., 1987).

Wie bei anderen intrazelluldren Keimen wie Leishmanien und Mykobakterien sind die CD4"-

Zellen (T-Helper, Th) essenziell fiir die Induktion der Makrophagen-Aktivierung. Thl produ-
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zieren unter anderem IFNy und TNFa und aktivieren dadurch die Makrophagen (REINER et
al., 1995; SCHAIBLE et al., 1999).

Die Behandlung von Méusen mit Antikorpern gegen T- und B-Zellen reduziert ihre Immun-
antwort bei einer Reinfektion mit dem Wildtyp der Salmonellen (MASTROENI et al., 1992).
Der Transfer von Serum aus immunisierten auf mutante Méduse (Nrampls) hatte nur einen
geringeren Schutzeffekt gegen orale Kontamination mit dem Wildtyp von Salmonella typhi-
murium. Aber der Transfer von Serum und Lymphozyten fiihrte zu ausreichendem Schutz bei

den mutanten Empfingermédusen (MASTROENI et al., 1993).

Auch Darmepithel (SKJOLASS et al., 2006), Makrophagen (GARIN et al., 2001; HAAS et
al., 2007), Natural Killer-Zellen (NK) (LEE-MAC ARY et al., 2001) Neutrophile (CHEMI-
NAY et al., 2004, ZYCHLINSKY et al., 2003; NADEAU et al., 2002), dendendritsche Zellen
(ANGER & ROSS , 1992; GARCIA DELPORTILLO et al., 2000), CD4*-Zellen (HESS et
al., 1996; MASTROENI et al., 1998), y5*-Zellen (DAVIES et al., 2003) und CD8+-Zellen
(AGGARWAL et al., 1990) sind von zentraler Bedeutung in der Beseitigung von Salmonel-
len. Menschen mit genetisch bedingter Immundefizienz verschiedener Komponenten des zel-
luldren Immunsystems sind besonders hoch empfinglich fiir die Infektion mit Salmonellen

(DE JONG et al., 1998).

Diese Ergebnisse machen deutlich, wie wichtig die zelluldare Immunantwort bei der Beseiti-
gung von Salmonellen ist, daher wurden in dieser Arbeit ausgewihlte Immunzellsubpopulati-

onen in verschiedenen Effektor- und Induktionsorganen des Immunsystems analysiert.

Bei der Auswahl der untersuchten Immunzellsubpopulation wurden besonders solche beriick-
sichtigt, die einerseits auf die Behandlung mit dem Probiotikum Enterococcus faecium
NCIMB 10415 ansprechen, z. B CD8"-Zellen (SCHAREK et al., 2005), anderseits wurden
Subpopulationen untersucht, die besonders relevant sind fiir die Immunantwort gegen Salmo-
nellen. Die zentrale Fragestellung dieser Arbeit ist es, die immumodulatorischen Eigenschaf-
ten des Probiotikums Enterococcus faecium NCIMB 10415 zu untersuchen. Zu diesem Zweck
wurden die Verdnderungen der Immunzellsubpopulationen sowohl lokal im Darm (IEL, pro-
ximale PP, distale PP) als auch in der Peripherie (Blut) ermittelt. Im Zusammenhang mit der
Kompartimentierung des GALT wurden die jejunalen und ilealen Peyerschen Platten als Ver-
treter der Induktorregion des GALT, sowie IEL des proximalen Jejunums als Effektorregion
ausgewdhlt. Als Schnittstelle des GALT zur Peripherie wurden die Tonsillen und mesenteriale

Lymphknoten gewihlt. Die Inmunzellen aus den mesenterialen Lymphknoten sind anders als
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jene in den Peyerschen Platten oder IEL nicht im Darm angesiedelt, sondern sie sind durch
Lymph- und Blutgefdsse mit dem Darm verbunden. Als Vertreter des systemischen Immun-

systems wurde die Immunzellpopulation in der Milz und im Blut untersucht.

5.2. Einfluss der probiotischen Supplementierung auf die Zusammensetzung der

Immunzellpopulation

Um den Einfluss der biotischen Faktoren wie Alter der Tiere, Keimbelastung in den Stillen
und Stress sowie der abiotischen Faktoren wie Stallklima und Stallhygiene auf das Immunsys-
tem so gering wie moglich zu halten, wurden die Haltungsbedingungen fiir alle Versuchstiere
— bis auf die Fiitterung — gleich gestaltet. Die Probengewinnung und -bearbeitung wurde von
den gleichen Personen und zu identischen Zeitpunkten durchgefiihrt. Im Vergleich zu einer
probiotisch unbehandelten Kontrollgruppe konnten bei der mit dem Probiotikum Enterococ-
cus faecium NCIMB 10415 (SF68) gefiitterten Versuchsgruppe Verdnderungen bestimmter
Immunzellsubpopulationen beobachtet werden. Diese Effekte der probiotischen Behandlun-

gen werden im Folgenden diskutiert.

5.2.1. CD§"-Zellen und CD16"-Zellen

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Analysen der CD8"- und CD16"-Zellen erlaubten Riick-
schliisse auf die Wirkung der probiotischen Behandlung auf die folgende Fraktionen der
CD8"-Zellen: CD8"CD3 CD16" (NK Zellen), CD8*CD3" (zytotoxische T-Zellen und memo-
ry-helper Zellen), CD8'CD4" (die memory-helper T-Zellen), CD8af (Zellen mit heterodime-
rem CD8) und CD8"y5"-Zellen.

Sowohl im Blut als auch im Epithel der probiotisch behandelten Tiere waren signifikant we-

niger CD8"-Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe vorhanden.

Im humanen Immunsystem, bei der Maus und beim Schwein ist CD8 ein Marker fiir die zyto-
toxischen Zellen (PESCOVITZ et al., 1998; ZUCKERMANN et al., 1990; MARTIN et al.,
1998b; YANG et al., 1997). Allerdings sind nicht alle CD8"-Zellen des Schweins zytotoxi-
sche Zellen. Die CD4"CD8"-Zellen des Schweins sind memory-helper-Zellen (ZUCKER-
MANN et al., 1999, SAALMULLER et al., 2002). Die zytotoxischen Fihigkeiten der Im-
munzellen beim Schwein weisen eine Reihe von Besonderheiten auf und scheinen zum Teil

nicht MHC- restringiert zu sein (SAALMULLER & WIRT, 1994; PAULY et al., 1996). Beim
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Schwein betrégt ferner die Ratio CD8: CD4 ca. 2, was eine relativ hohe zytotoxische Aktivi-
tit bedeutet (YANG & PARKHOUS, 1996; ROTH & THACKER, 2006). Beim Menschen
hingegen betrigt sie ca. 0,6 (YANG & ROTH, 1996).

Der Anteil der CD8"-Zellen schwankte in den Lymphknoten zwischen 36,7% und 33,37%, in
den Tonsillen zwischen 7,23% und 3,93%, in den prox. PP zwischen 31,7% und 20.58%, in
der Milz zwischen 44,71% und 32,03%, im Blut zwischen 36,47% und 18,4%. Die Ergebnis-
se stimmen mit den Angaben anderer Autoren iiberein (ZUCKERMANN et al., 1996; YANG
& PARKHOUS, 1996).

Im Blut der probiotisch behandelten Tiere waren signifikant weniger CD8*CD4 und CD8af"
Zellen vorhanden als bei den Kontrolltieren, dieser signifikante Effekt der Fiitterung war bei
allen Altersklassen und insbesondere bereits vor der Infektion mit Salmonellen zu verzeich-
nen. Dariiber hinaus waren weder CD4"CD8"-Zellen, noch y6"-Zellen durch die Fiitterung
beeinflusst. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die probiotische Behandlung nur eine
ganz bestimmte Subpopulation der CD8"-Zellen beeinflusst, nimlich die CD8af*-Zellen und
wahrscheinlich einen Teil der CDS8*CD16"-Zellen, da CD16" bei den Tieren der Probioti-

kumgruppe tendenziell abnimmt.

Friihere Untersuchungen mit dem gleichen Probiotikum zeigten ebenfalls einen reduzierenden
Effekt auf die CD8"-Zellpopulation im Epithel (SCHAREK et al., 2005). Zu #hnlichen Er-
gebnissen fiihrte die Behandlung von Miusen mit verschiedenen Lactobazillen-Spezies (VI-

TINI et al., 2000).

Die Analyse der CD8"-Lymphozytensubpopulation im Epithel zeigte, dass die Tiere der Pro-
biotikumgruppe unabhingig vom Alter signifikant niedrigere Werte an CD3"CD8"-Zellen,
CD3"CD8 -Zellen und CD8afB*-Zellen hatten als die der Kontrollgruppe. Auch der Anteil der
CD45%-Zellen im Epithel war bei den probiotisch behandelten Tieren signifikant niedriger als
bei der Kontrollgruppe. Hingegen war kein signifikanter Effekt der Fiitterung auf CD16"-
Zellen, CD11"-Zellen und auf y8*-Zellen im Jejunumepithel zu verzeichnen. Diese Ergebnisse
deuten darauf hin, dass die probiotische Behandlung eine Netto-Abnahme der CD8"-Zellen
hervorruft; dies betrifft hauptsichlich die CDS8off", welche einen Teil der gesamten
CD3'CD8+-Zellen ausmachen. Die zeitliche Entwicklung der beiden Populationen ist iden-
tisch (siehe Abb. 4-32-A und Abb.4-34-A). Da weder CD16*- oder CD11" - noch CD3 CD8" -
Zellen im Epithel von der Fiitterung beeinflussbar waren, ist anzunehmen, dass die Natural

Killer-Population wenig oder kaum durch das Probiotikum beeinflussbar ist.
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Nach der Antigenerkennung setzten CD8"-Zellen Perforin frei. Es handelt sich dabei um ein
Protein, welches in der Zielzellemembran Poren bildet und so zu Zelllyse fiihrt. Daher wird
Perforin auch als Marker fiir zytotoxische Aktivitdt angesehen (HAMEED et al., 1992). Als
Antwort auf Antigenstimulation proliferieren die CD8"-Zellen, exprimieren mehr CD25 (eine
Untereinheit des IL-2 Rezeptors) und produzieren IFN-y und TNF-o (LAVAL et al., 2002;
BASSAGNY-RIER et al., 2004).

Das CD8-Molekiil fungiert als Co-Rezeptor und ist assoziiert mit dem Tyrosine Kinase
pS6lck. Es ist an der TCR-vermittelten Aktivierung von T-Zellen beteiligt (TURNER et al.,
1990). Bei den meisten Sdugetieren ist das CD8-Molekiil ein Dimer, welches entweder als
Homodimer aus zwei gleichen a-Ketten (TORRES-NAGEL et al., 1992; MOEBIUS et al.,
1991) oder als Heterodimer aus a- und B-Ketten (KAVATHAS et al., 1984; SHIUE et al.,
1988) zusammengesetzt ist. Die beiden Ketten sind jeweils durch Disulfidbriickenbindung
miteinander verbunden (NORMENT et al., 1988). Die Expression der a-Kette reicht aus, da-
mit das CD8-Molekiil seine Funktion entfaltet (DBIC et al., 1987; GABERT et al., 1987). Die
Lymphozytenspezifische Kinase Lck ist eine Protein-Tyrosin-Kinase, die eine wichtige Rolle
bei der Immunantwort innerhalb der T-Zelle einnimmt. Sie ist essentiell fiir die Proliferation
und Differenzierung der T-Zellen. Durch die Weitergabe des Rezeptorsignals nach Antigen-
Stimulierung ist sie an der Aktivierung anderer Kinasen und damit an der intrazelluldren
Signaltransduktion beteiligt. Die B-Kette ist vermutlich fiir die Regulation der physikalischen
Struktur des CD8-Molekiils (CASABO et al., 1994), die Interaktion mit MHC II (KARAKI et
al., 1992) und die IL-2-Produktion verantwortlich (WHEELER et al., 1992) und beeinflusst
die Lck- Aktivitdat (IRIE et al., 1995). Bei Verwendung eines Antikorpers gegen die a-Kette
erfasst man damit alle CD8" Zellen, weil alle eine o-Kette besitzen. Markiert man jedoch die
B-Kette, erfasst man damit nur den Anteil der CD8af-Zellen. Durch die Verwendung eines
Antikorpers gegen die 3-Kette von CD8 konnte der Anteil der CD8af-Zellen an der Gesamt-
heit der CD8"-Zellen bestimmt werden. Ca. 60% der y8"-Zellen sind beim Schwein CD8aa.™.
Die Heterodimere Form des CD8 (CD8af) kommt nicht auf y3*-Zellen vor (PARK et al.,
1999).

Alle CD8-Zellen im Thymus sind CD8af3. CD8aa wurden nur in der Peripherie beobachtet.
Dies ldsst vermuten, dass die B-Kette eine Rolle bei der positiven Selektion von CD8"-Zellen
spielt (NAKAYMA et al., 1994; CROOKS et al., 1994). AuBBerdem ist die 3-Kette an der T-
Zell-Reifung im Thymus beteiligt (NAKAYAMA et al., 1994; CROOKS et al., 1994). Bei

Menschen und Miusen sind CD8aa sehr hiufig in der Mukosa, aber selten in der zirkulieren-
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den Fraktion, wie dem Blut (HAYDAY et al., 2000), denn die meisten zirkulierenden reifen
CD8"-Zellen sind CD8af. Die Expression von CD8oo innerhalb des lymphatischen Pools
beschrinkt sich auf die NK und IEL (SUN et al., 1997).

Die CD8"-Zellen beim Schwein sind phinotypisch und funktionell sehr vielfiltig. Die Domi-
nanz der CD8ap-Zellen in der Peripherie verschleiert die tatséichliche Rolle anderer CD8*-
Subpopulationen (GOLLOB et al., 1998). Im Blut hingegen sind CD8afB*-Zellen nicht die
dominierende Fraktion der CD8*-Zellen, und sie iiberschatten daher nicht die Rolle der
CD8aa (ZUCKERMAN et al., 1996). Bei Miusen sind CD8af3 besonders wichtig fiir die
Entwicklung der Immuntoleranz gegeniiber Nahrungsantigenen (SYDORA et al., 1996; KIM
et al., 1997). Sie werden in den PP aktiviert und kehren ins Epithel entlang des Diinndarms

zuriick (GUY-GRAND et al., 1991).

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass der reduzierende Effekt des Probioti-
kums Enterococcus feacium NCIMB 10415 auf die CD8"-Zellen im Blut und im Epithel, vor
allem den Anteil der CD8aB*-Zellen betrifft. Andere Subpopulationen der CD8*-Zellen, wie
die Memory-Helper (CD4"CD8") oder NK, waren dabei nur geringfiigig im Blut, nicht aber
im Epithel betroffen.

CD8"-Zellen, insbesondere die TCRof3 CD8ap" sind wichtig fiir die Immunantwort gegen
pathogene Keime, speziell gegen solche, die sich intrazelluldr vermehren, wie z.B. Viren,
intrazelluldre Bakterien (z.B. Salmonellen), Parasiten, Hefen und neoplastische Zellen. Bei
der Infektion mit intrazellularen Pathogenen, wie z. B. Cryptoccocus neoformans oder Myco-
bacterium tuberculosis reduziert sich der Anzahl dieser Zellen, was zu einer Beeintrachtigung
der Entwicklung einer addquaten zelluldren Immunantwort fiihrt (MODY et al., 1994; HAR-
TY et al., 1999). Bei Schweinen geht eine erhdhte Anzahl der CD8"-Zellen mit besseren Leis-
tungsparametern einher, wahrscheinlich durch die bessere Immunabwehr und die bessere

zellvermittelte Immunantwort (SUZUKI et al., 1994).

Im Rahmen dieses Projektes wurde von TEDIN und Mitarbeitern (2008) die Fihigkeit der
Immunzellen aus dem Blut und dem Epithel beider Fiitterungsgruppen bestimmt, eine mit
Salmonellen infizierte Zellkultur zu toten (gesamt Zytotoxizitét). Die IEL und PBMC aus den
28, 29 und 31 Tage alten Kontrolltieren waren besser in der Lage, die mit Salmonellen infi-
zierten Zellen zu toten. Die Salmonellentiter in der Zellkultur waren nach der Gabe von IEL
und PBMC aus den Kontrolltieren bis zu 50% reduziert, verglichen mit dem Ausgangstiter

der Salmonellen. PBMC und IEL aus den probiotisch behandelten Tieren waren am 28. Le-
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benstag kaum in der Lage, Salmonellen zu toten. Thre Fihigkeit stieg aber mit dem Alter der
Tiere an, und so konnten sie bei 56. Tage alten Tieren die Salmonellen sehr effizient toten

(TEDIN et al., personliche Mitteilung, 2008).

SZABO und Mitarbeiter (2008) stellten im Rahmen dieses Projektes (DFG-Forschergruppe)
signifikant hohere Salmonellen-Belastungen in den Organen der Probiotika-Tieren fest
(SZABO et al., 2008, persénliche Mitteilung). Diese Beobachtung und die oben beschriebene
reduzierte zytotoxische Aktivitdt der Immunzellen aus den Probiotika-Tieren sprechen dafiir,
dass die reduzierten Anteile an CD8of3*-Zellen in den Probiotika-Tieren eine deutliche

Schwichung der zelluldren Abwehr gegen die Salmonellen bedeutete.
5.2.2. CD45"-Zellen: Anteil der Leukozyten im Darmepithel

Das CD45-Antigen ist ein membranstdndiges Protein, dessen intrazelluldrer Abschnitt eine
Tyrosin-Phosphatase-Aktivitidt aufweist, es wird von allen Leukozyten verlésslich exprimiert
und fungiert daher als Pan-Leukozytenmarker (ZUCKERMANN et al., 2001). Makrophagen

und Histiozyten zeigen ein variables Expressionsmuster an CD45.

Beim vorliegenden Tierversuch nahm der Anteil der CD45%-Zellen im jejunalen Epithel bei
beiden Fiitterungsgruppen mit dem Alter zu, allerdings hatten die probiotisch behandelten

Tiere signifikant niedrigere Werte als die gleichaltrigen Kontrolltiere.

Die Bestimmung des Anteils einer bestimmten Lymphozytensubpopulation, wie z.B. CD8"-
Zellen, erlaubt nur Aussagen dariiber, ob Verschiebungen innerhalb der Leukozytenfraktion
vorliegen. Die Bestimmung des Anteils der gesamten Leukozyten (CD45%-Zellen) ermdglicht
dariiber hinaus zu beurteilen, ob die absolute Zellzahl der Leukozyten im Epithel sich verin-
dert hat. Da die probiotisch behandelten Tiere weniger Leukozyten (im Verhiltnis zu Epithel-
zellen) im Jejunum aufwiesen als die Kontrolltiere, 14dsst sich vermuten, dass die absolute Zahl

der CD8o" T-Zellen im Epithel der Ferkel durch E. faecium vermindert wurde.

Dieser Befund scheint fiir E. faecium NCIMB 10415 spezifisch und nicht auf andere Probioti-
ka iibertragbar zu sein. Untersuchungen mit Bacillus cereus var. toyoi zeigten, dass dieses
Probiotikum den Leukozytenanteil (CD45"-Zellen) im Jejunumepithel von Ferkeln erhoht.
Unter der Fiitterung von B. cereus konnte ein positiver Einfluss auf die y0-Zellen des Epithels

gemessen werden (ALTHERR et al., 2005).
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5.2.3. CD4'CDS§ - und CD4" CDS"-Zellen

Im vorliegenden Fiitterungsexperiment fiihrte die probiotische Behandlung zu einem signifi-
kanten Anstieg der CD4"-T-Zellsubpopulation in der Milz (aller Altergruppen), den proxima-
len PP (aller Altersgruppen) und in den Tonsillen (nur bei den 56. Tage alten Tieren), wih-
rend im Blut und in den Lymphknoten kein signifikanter Einfluss der probiotischen Behand-

lung zu verzeichnen war.

Dieser Effekt der Fiitterung war auf die naive Subpopulation der CD4"-T-Zellen, also
CD4"CD8 -Zellen beschriinkt, da CD4"CD8"-Zellen kaum von der probiotischen Behandlung

beeinflusst waren.

Im Blut schwankte der Protzensatz dieser CD4"CD8 -Subpopulation der T-Zellen zwischen
24,03% und 15,1%, in der Milz, zwischen 14,42% und 9,39%, in den prox. PP zwischen
12,63% und 7,50%, in den Lymphknoten zwischen 39,15%. und 30,23%. In den Tonsillen
wurde die Gesamtheit aller CD4"-Zellen bestimmt, ihr Anteil schwankte zwischen 30,05%

und 12,4 %. Alle diese Werte stimmen mit anderen Literaturangaben tiberein. (YANG &
PARKHOUS, 1996; ZUCKERMAN & HUSMAN, 1996;; BOEKER et al., 1999; SALLES
&MIDDLETON, 2000).

In der Milz nahm in beiden Fiitterungsgruppen der Anteil dieser Population mit der Zeit ab,
blieb jedoch zu allen Zeiten bei den Probiotikumtieren signifikant hoher als bei den Kontroll-

tieren.

In den prox. PP der Probiotikatiere war diese Population signifikant hoher als bei den Kon-

trolltieren.

In den Tonsillen hatten die Probiotikumtiere am 29. Lebenstag ebenfalls signifikant weniger

CD4"-Zellen (Gesamtheit aller CD4*-Zellen), ca. 24 Stunden danach hatten alle Tiere #hnli-

che Werte. Am 56. Lebenstag hatten die probiotisch behandelten Tiere wiederum mehr als

doppelt so viele CD4"-Zellen wie die Kontrolltiere.

In einer friiheren Untersuchung mit dem Probiotikum E. faecium NCIMB 10415 konnte kein
signifikanter Effekt der Fiitterung auf der CD4"-Zellpopulation festgestellt werden (SCHA-
REK et al., 2005), allerdings wurde bei mehreren Untersuchungen ein Anstieg der CD4"-
Zellpopulation nach der Behandlung mit dem gleichen Probiotikum bei anderen Tierarten
bewiesen. Bei Katzen z. B. fiihrte die Supplementierung mit dem Probiotikum Enterococcus

faecium NCIMB 10415 zu einem signifikant hoheren Anteil an CD4%-Zellen (VEIR et al.,
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2007). In einer Studie mit Méusen fiihrte das gleiche Probiotikum ebenfalls zu einem Anstieg

der CD4"-Zellen in den Peyerschen Platten und in der Milz (BENYACOUB et al., 2005).

Eine vergleichbare Studie mit dem Probiotikum Bacillus cereus var. toyoi bei klinisch gesun-
den Ferkeln zeigte, dass die Ratio CD4"-Zellen : CD8"-Zellen im Blut probiotisch behandelter
Tiere signifikant hoher war als in der Kontrollgruppe, was mehr CD4"-Zellen bei den probio-

tisch behandelten Tieren vermuten lidsst (SCHIERACK et al., 2007).

Die CD4"-T-Zellen (auch T-helper genannt) haben unter anderem die Aufgaben, die
Makrophagen zu aktivieren (HOLT et al., 1988; BOLUIN et al., 1994) und die Funktionalitiit,
Expansion und Verteilung der CD8"-Zellen zu kontrollieren (BLAZAR et al., 1997). Sie ha-
ben ferner regulatorische Funktionen, vor allem stimulieren sie die B-Zellen zur Antikoper-
produktion, was zu einem Anstieg der humoralen Immunantwort fiihrt (SAALMULLER et
al., 2002). Die CD4"-T-Zellen werden in zwei wichtige Untergruppen unterteilt, ndmlich:
CD4" CD8" T-Zellen, sog. naive T-Zellen, die noch keinen Kontakt mit fremdem Antigen
hatten, und die CD4"CD8", sog. Memory-helper T-Zellen. Nach der Stimulation mit viralen,
allogenen oder parasitidren Antigenen werden die naiven CD4"'CD8-Zellen zu CD4"CD8"
(Memory-helper Zellen) (SALLMULLER et al., 1987; DILLENDER & LUNNEY, 1993).

Es ist denkbar, dass das Probiotikum Enterococcus faecium NCIMB 10415 die Anzahl der
CD4"-Zellen direkt beeinflusste und dass dieser Einfluss nur bei einer gleichzeitigen Infektion
(mit Salmonellen) deutlich wird. Friihere Untersuchungen mit dem gleichen Probiotikum bei
klinisch gesunden Schweinen zeigten keinen Effekt der Fiitterung auf die Anzahl der CD4"-
Zellen (SCHAREK et al., 2005). Wie oben erwiihnt, haben CD4" T-Zellen unter anderem die
Aufgabe, die Funktionalitit, die Expansion und die Verteilung der CD8"-Zellen zu kontrollie-
ren (BLAZAR et al., 1997). Die beschriebene Reduktion des Anteils der CD8"-Zellen konnte

also durch die Expansion der CD4"-Zellen hervorgerufen sein.

Wahrscheinlicher ist jedoch, dass die erhohten CD4*-Werte in den Probiotika-Tieren eine
Reaktion auf die stirkere Belastung dieser Tiergruppe mit Salmonellen sind. Fiir diese These
spricht, dass das Phinomen der reduzierten CD8"-Zellen zeitlich vor dem Anstieg der CD4"-
Zellen auftrat. Die Unterschiede im Blut und in der Milz wurden im Laufe der Infektion deut-
licher. Vor der Infektion konnten keine Unterschiede (die CD4"-Population betreffend) im
Blut beobachtet werden. Weiterhin zeigten SZABO et al. (2008) im Rahmen dieses Projektes,
dass im Serum der probiotisch behandelten Ferkel einige Zeit nach der Infektion signifikant

mehr IgA, und IgM gegen Salmonellen und tendenziell mehr Salmonellen spezifisches IgG
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vorhanden waren (SZABO et al., personliche Mitteilung, 2008). Trotz der erhohten Serum-
werte waren die Probiotika-Tiere jedoch schlechter in der Lage, die Salmonellen-Infektion zu
beherrschen. Auch dieser Befund spricht dafiir, dass die CD4" -Helfer-Zellen und die von
ihnen induzierte Antikorperbildung eine Reaktion auf die Salmonellen-Infektion waren. Eine
bereits vor Infektion erhthte humorale Immunantwort hitte einen schwécheren Verlauf der

Salmonellen-Infektion in den Probiotika-Tieren erwarten lassen.

5.2.4. CD16"-Zellen

In der vorliegenden Arbeit wurden die Prozentsdtze der CD16"-Zellen in Blut, distal. PP,
Milz, IEL und den mesenterialen Lymphknoten bestimmt.

Die Fiitterung mit dem Probiotikum Enterococcus faecium NCIMB 10415 bewirkte bei den
Ferkeln einen signifikanten Anstieg der CD16"-Zellpopulation in den distalen Peyerschen
Platten 24 Stunden nach der Infektion mit Salmonellen und eine signifikante Abnahme dieser

Population in den mesenterialen Lymphknoten (gemessen bei 31 Tage alten Tieren).

Im Blut, der Milz und im Epithel hatten die probiotisch behandelten Tiere tendenziell weniger

von diesen Zellen als die Tiere der Kontrollgruppe.

Bei CD16 handelt es sich um einen Rezeptor fiir Fcy, einen Teil des Immungloblins IgG
(KIM et al., 1997; HALLORAN et al., 1994). Sind Bakterien und infizierte Zellen mit IgG
opsonisiert, werden sie von den CD16"-Zellen mittels Rezeptor erkannt, und eine Phagozyto-
se bzw. antikdrperabhingige zellvermittelte Zytotoxizitdt durch Natural Killer-Zellen (NK)

wird vermittelt.

Im Blut hatten die Kontrolltiere vor der Infektion mit Salmonellen gleich viele oder tenden-
ziell mehr CD16%-Zellen als die Probiotika-Tiere. Im Laufe der Infektion jedoch lagen die
Mittelwerte der Probiotika-Tiere insgesamt unter den Werten der Kontrolltiere der jeweiligen
Altersklasse. Der Anteil an CD16-Zellen bei den Kontrolltieren schwankte zwischen 21,1 %
+ 6,2 bei den 21 Tage alten Tieren (vor der Infektion mit Salmonellen) und 43,7 % + 12,1 bei
den 29 Tage alten Tieren (24 Stunden nach der Salmonelleninfektion). Die Anzahl der
CD16"-Zellen stieg in beiden Fiitterungsgruppen am 29. und 31. Lebenstag stark an, um am
56. Lebenstag wieder zu fallen. Es kann vermutet werden, dass dies mit der Salmonellen-
Infektion am 28. Lebenstag zusammenhingt, denn bei fritheren Untersuchungen an nicht mit

Salmonellen infizierten und mit dem Probiotikum Enterococcus faecium MCIMB 10415 be-
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handelten Ferkeln wurde ab dem 7. Lebenstag ein kontinuierlicher Abfall der CD16"-Zellen
beobachtet (SCHAREK et al., unveroffentlichte Daten).

In der Milz schwankte der Anteil dieser Subpopulation zwischen 53,1 % + 6,0 und 63,0 % +
5,6. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den Angaben aus der Literatur (SCHAREK et
al., 2005). Zwischen dem 28. und 56. Lebenstag nahm der Anteil dieser Population in beiden
Fiitterungsgruppen ab, insgesamt erfihrt diese Population aber nur wenige Verdnderungen mit
dem Alter der Tiere. Auch die Infektion mit Salmonellen hatte kaum einen Effekt auf den

Prozentsatz der CD16%-Zellen in der Milz.

Im Darmepithel der Kontrolltiere blieb der Anteil der CD16"-Zellen im Epithel unverindert
(18,7 = 7,2 am 29. Lebenstag und 16,1+ 4,3 am 56. Lebenstag). Bei den Probiotikum-Tieren

waren diese Werte am 31. und am 56. Lebenstag etwas hoher als bei den Kontrolltieren, aber
auch hier erfuhr diese Population keine signifikanten Verdnderungen. Die erhobenen Daten

sind mit den Ergebnissen anderer Autoren vergleichbar (SCHAREK et al., 2005).

In den distalen Peyerschen Platten der Kontrolltiere schwankte der Anteil der CD16%-Zellen

zwischen 3,9% = 0,6 am 28. Lebenstag (3 Stunden nach der Salmonelleninfektion) und 5,5 %
+ 2,7 am 31. Lebenstag (71 Stunden nach der Infektion). Die probiotische Behandlung fiihrte
zu einem signifikanten Anstieg der CD16"-Zellen. In jeder Altersklasse hatten die probiotisch
behandelten Tiere signifikant hohere Werte als die gleichaltrigen Kontrolltiere. Es lédsst sich
vermuten, dass die Probiotika-Tiere aufgrund einer stirkeren Salmonellen-Belastung heftiger
mit der Einwanderung von CD16%-Zellen in die distale PP reagierten. Diese Beobachtung
unterstiitzt die Auffassung, dass der distalen PP eine induktive Rolle bei der Entstehung einer

intestinalen Immunantwort zukommt.

Im den mesentrialen Lymphknoten (gemessen bei den 31 Tage alten Tieren) hatten die Kon-

trolltiere einen signifikant hoheren Anteil an CD16"-Zellen als die probiotisch behandelten

Tiere.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Ferkel der Probiotikumgruppe signifikant weni-
ger CD16"-Zellen in ihren mesenterialen Lymphknoten und tendenziell weniger im Darm-
epithel aufweisen, wihrend der Anteil dieser Zellen in den distalen Peyerschen Platten signi-

fikant hoher war.

Bei den CD16"-Zellen beim Schwein handelt es sich um keine funktionell und morphologisch
einheitliche Population. Die Gruppe der CD16"-Zellen beinhaltet Natural Killer (NK) Zellen,
Granulozyten, Makrophagen und Dendritische Zellen (DC) (YANG & PARKHOUSE, 1997,
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ALLER et al., 1995; HAVERSON et al., 2001). Friithere Untersuchungen zeigten, dass die
NK Zellen beim Schwein ein dem humanen CD16-Marker dhnliches Molekiil exprimieren
(ALLER et al., 1995). Spitere Studien zeigten, dass es sich bei Mensch und Schwein um dhn-
liche Expressionsmuster von CD16 handelt. Vor allem Monozyten, Makrophagen, DC und
neutrophile Zellen sind CD16". In den friiheren Reifungsstadien exprimieren die Monozyten
nur wenige CD16. Die Makrophagen und DC zeigen dagegen eine starke Expression (HA-
VERSON et al., 2000).

Nach der Bindung von IgG1- oder IgG3 an den Fcy Rezeptor III (CD16) wird ein zytotoxi-
scher Angriff der NK-Zellen auf die mit Antikorpern iiberzogenen Zielzellen auslost. Die Zer-
storung von mit Antikdrpern bedeckten Zielzellen durch natiirliche Killerzellen bezeichnet

man als antikdperabhéngige zellvermittelte Zytotoxizitit (ADCC).

Bei den Makrophagen und Neutrophilen erleichtert der FCyllI-Rezeptor die Aufnahme und
den Abbau von Pathogenen, welche zuvor mit den Antikérpern verbunden waren (vor allem
mit IgG1 und IgG3). Die akzessorischen Zellen erkennen mit Hilfe des Fc-Rezeptors die mit
den Antikopern opsonisierten Pathogene. Ohne eigene Spezifitit konnen die Makrophagen
und neutrophilen Zellen die Erreger und deren Produkte erkennen und aus den extrazellulidren

Réiumen des Kopers entfernen.

Nach der Bindung eines mit Antikorpern iiberzogenen Erregers an Fc-Rezeptoren auf der
Oberfldache eines Phagozyten umschliet dieser das Partikel. Es kommt zur Endozytose, wo-
durch das Partikel in ein saures zytoplasmatisches Vesikel, das Phagosom, eingeschlossen
wird. Das Phagosom verschmilzt dann mit einem oder mehreren Lysosomen zu einem Phago-
lysosom. Dabei werden die lysosomalen Enzyme ins Innere des Phagosoms freigesetzt, wo sie
das Bakterium zerstoren. Gegen mehrere Bakterien spp sind CD16"-Zellen wirksam (LEE-
MACARY et al., 2001). Z. B. sind Neutrophile in der Lage, Salmonellen zu phagozytieren
(ZYCHLINSKY et al., 2003).

Weil die intestinalen Makrophagen kein CD14 exprimieren und auch keine proinflammatori-
schen Zytokine als Antwort auf Stimuli produzieren (SMITH et al., 2005; SMYTHIES et al.,
2005), scheinen die Neutrophile verantwortlich zu sein fiir die Steigerung der initialen ent-
ziindlichen Reaktion gegen Salmonellen. Die Neutrophile wandern aus der Mukosa der jeju-

nalen PP Richtung Darmlumen (HYLAND et al., 2006).
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Besonders die Neutrophile werden durch IL-8 beeinflusst. Nach einer Infektion mit Salmonel-
la typhimurium stieg die IL-8 im Jejunum und Illeum und beeinflusste die Migration von

Neutrophilen (ECKMANN et al., 1997).

Die Domregion der Peyerschen Platten befindet sich als ,,Briicke* zwischen dem tiefer gele-
genen und dem oberfldchlichen Gewebe des Darms. PP beherbergen eine grofle Anzahl von
T- und B-Zellen sowie nicht-lymphoiden Zellen (z. B. Marophagen und Neutrophile) (MA-
KALA et al., 2002).

Uber das Follikel-assozierte Epithel der PP (FAE), das aus Enterozyten und M-Zellen besteht,
dringen pathogene Keime in die Domregion ein. Sie kommen mit einer Vielfalt an Immunzel-
len in Kontakt, die fahig sind, gegen die eingedrungenen Keime vorzugehen. Die Markropha-
gen und DC haben die Fihigkeit, den Lymphozyten fremdes Antigen zu prisentieren und auf
diesem Weg die humorale und zellvermittelte Immunantwort einzuleiten. In diesem Zusam-
menhang konnte die Erhohung des Anteils an CD16"-Makrophagen in den distalen PP vor-
teilhaft fiir die humorale Immunantwort sein, denn die distale PP stellt den Hauptprodukti-
onsort der B-Zellen dar, und ca. 80% der Lymphozyten in diesem Organ sind B-Zellen. Nach
ihrer Aktivierung wandern die IgA* B-Zellen in die Lamina propria, wo sie Antikorper pro-

duzieren (ROTHKOTTER et al., 1991).

Im Rahmen dieses Projektes bestimmten SZABO et al. (2008) die Konzentrationen von Sal-
monellen-spezifischem IgA, IgG und IgM im Serum beider Fiitterungsgruppen. Die probio-
tisch behandelten Ferkel hatten hohere Titer an IgA und IgM und tendenziell mehr IgG im
Serum (SZABO et al., Personliche Mitteilung, 2008). Dies kénnte die Folge der erhohten
Anzahl der CD4"-Zellen in den prox. PP, der Milz und den Tonsillen sein.

Vermutlich induzierte die Infektion mit Salmonellen in den Epithelzellen die Produktion be-
stimmter Zytokine, insbesondere IL-8 (JUNG et al., 1995). Diese Chemokine fiihren dann zur
Rekrutierung von Immunzellen aus anderen Organen, in diesem Fall CD16-Zellen aus
Lymphknoten, Blut und Milz und zu ihrer Anreicherung in den distalen PP, wo sie benotigt

werden, um die Salmonellen zu beseitigen.

Da die Probiotika-Tiere aufgrund der reduzierten CD8"-T-Zellen im Epithel eine hohere Sal-
monellen-Belastung hatten, fiel auch die Immunreaktion in diesen Tieren stirker aus, und es

wurden mehr CD16"-Zellen in den dist. PP der Probiotika-Ferkel rekrutiert.

In diesem Zusammenhang sei erwihnt, dass in dieser Arbeit der Anteil der CD25"-Zellen im

Darmepithel der 29 und 31 Tage alten probiotisch behandelten Tieren hoher war als bei ihren
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gleichaltrigen Kontrolltieren, wihrend in den proximalen PP und Lymphknoten der probio-
tisch behandelten Tiere weniger von diesen Zellen vorhanden waren. Mehr aktivierte T- und

B-Zellen konnten die Folge einer durch Salmonellen induzierte IL-2-Produktion sein.

5.3. Integrative Analysen weiterer Ergebnisse innerhalb der Forschergruppe

SZABO et al. (2008) bestimmten der Anzahl der Salmonellen-postiven Proben in verschiede-
nen Organproben und im Kot (qualitative Bestimmung): War bei diesen Analysen eine Or-
ganprobe Salmonellen-haltig, wurde dariiber hinaus eine quantitative Bestimmung der Sal-
monellen durchgefiihrt (Keimzahl/g Probe). Dariiber hinaus wurden rektale Temperatur und
die Kotkonsistenz bei allen Versuchtieren bestimmt.

Unter den Kot- und Muskelproben (Muskulatur des Hinterbeins) der probiotisch behandelten
Tiere befanden sich signifikant mehr Salmonellen-positive Proben. Hinsichtlich der Gewebe-
proben aus Leber, Niere, Milz und Lymphknoten (mandibulare und mesenteriale) konnte kein
Effekt der probiotischen Fiitterung festgestellt werden.

Im Hinblick auf die Konzentration der Salmonellen in den positiven Proben hatten die probio-
tisch behandelten Tiere eine signifikant hohere Anzahl an Salmonellen im Kot, in den Tonsil-
len, im Colon (drei Stunden p.i.) und in der Muskulatur des Vorderbeins.

Die Messung der rektalen Temperatur und die Bestimmung der Kotkonsistenz ergaben keine
signifikanten Unterschiede der Probiotika-Fiitterung fiir die Dauer von 28 Tagen, beginnend
mit dem Tag der experimentellen Salmonelleninfektion. Diese Ergebnisse zeigen, dass die
Salmonellen sich im Gewebe der mit dem Probiotikum gefiitterten Tieren stidrker verbreitet
haben, was als Resultat einer schlechteren Immunabwehr aufgrund der Reduktion der
CD8o*-Lymphozyten im Blut und im Jejunumepithel gedeutet werden muss. Vor der Infek-
tion mit Salmonella konnten keine Unterschiede (die Serum-Antikorper betreffend) zwischen
den Tiergruppen festgestellt werden.

Im Institut fiir Tiererndhrung (FU Berlin) bestimmten TARAS und Mitarbeiter die Durchfall-
Inzidenz, die Hiufikeit der Virulanzgene in Durchfallproben und verschiedene Leistungspa-
rameter, wie z. B. den mittleren Futteraufwand, die mittlere Futteraufnahme und die mittlere
tagliche Zunahme. Wie in frilheren Untersuchungen mit dem gleichen Probiotikum (TARAS
et al., 2008, personliche Mitteilung) konnte durch die probiotische Fiitterung die Durchfall-
Inzidenz reduziert werden. Im Vergleich zu fritheren Untersuchungen wurde bei der vorlie-
genden Arbeit eine hohere Dosis des Probiotikums Enterococcus faecium NCIMB 10415 an
die Ferkel verfiittert. Die Reduzierung der Durchfallhdufigkeit in dem vorliegenden Versuch

fiel deutlicher aus.
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Die Analysen des mittleren Futteraufwandes, der mittleren tdglichen Zunahme und der mittle-
ren Futteraufnahme zeigten keinen signifikanten Unterschied zwischen den beiden Fiitte-

rungsgruppen (TARAS et al., 2008, personliche Mitteilung).

5.4. Mogliche Mechanismen der Immunmodulation durch Probiotika

Durch welche Mechanismen die probiotische Behandlung die Reduzierung des Prozentsatzes
der CD8"-Zellpopulation bewirkt haben konnte, kann nur spekuliert werden. Ein mdglicher
Mechanismus konnte darin bestehen, dass milchsdurebildende Bakterien, wie das in dieser
Arbeit als Probiotikum eingesetzte Enterococcus feacium NCIMB 10415, ungeeignet sind, die

zytotoxische Aktivitidt zu induzieren und so zu einer Immunsupression fiihren.

Damit die Probiotika immunmodulatorisch wirken konnen, miissen sie mit dem Immunsystem
des Wirts in Kontakt treten. Im Gegensatz zu den Pathogenen sollten die probiotischen Bakte-
rien als ,harmlose* Fremdantigene erkannt werden. Nur so kann ihre Ansiedlung im Darm
toleriert werden. In diesem Zusammenhang spielen die dendritischen Zellen (DC) eine grof3e
Rolle. Sie sind wichtig in der Frithphase einer Immunantwort sowie fiir die Einleitung der T-
Zellreaktion. Die direkte Interaktion der probiotischen Bakterien mit dem Immunsystem fin-
det statt, wenn sie per Phagozytose aufgenommen werden. Antigene aus dem Darmlumen
werden (unter anderem durch M-Zellen) in die Induktorregion der PP aufgenommen. DC aus
der Lamina propria konnten dariiber hinaus durch tight junctions des Epithels hindurch Anti-
gen aus dem Lumen aufnehmen. Nach der Aufnahme gelangen die Antigene liber die Lymph-
drainage in den mesenteriellen Lymphknoten. Nach Verzehr von Probiotika konnten phago-
zytierte probiotische Bakterien sowohl in der Lamina propria (Kryptenbereich) als auch in
den PP (IBNOU-ZEKRI et al., 2003; MEDICI et al., 2004) und in den mesenterialen Lymph-
knoten nachgewiesen werden (IBNOU-ZEKRI et al., 2003).

Mehrere Studien haben belegt, dass der Kontakt der Probiotika mit den DC der erste Schritt
ist fiir eine spidtere Immunmodulation durch die Probiotika. In einer in vitro-Studie konnte
gezeigt werden, dass L. rhamnosus die Reifung der DC induzieren. Bringt man die so gereif-
ten DC mit naiven T-Zellen zusammen, verhalten sich die so geprigten T-Zellen hyporespon-
siv bis anergisch, sie proliferieren weniger, exprimieren aber mehr Aktivierungsmarker
(BRAAT et al., 2004). In einer dhnlichen Studie bestitigten sich diese Beobachtungen. Es
kam auBerdem zum Riickgang der IL12-Sekretion, was wiederum eine Inhibierung
proinflammatorischer Th1-Zellen bewirkte. Die Autoren beobachteten zudem, dass es zu kei-
nem Wechsel zu Th2-Zellen kam, da die Sekretion von typischen Th2-Zytokinen fehlte. Diese

Ergebnisse sprechen daher fiir die Entwicklung einer regulatorischen T-Zellpopulation und
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fiir die Induktion immuologischer Ignoranz gegeniiber dem Probiotikum. Aber auch eine Ex-
pansion der bereits vorhandenen regolatorischen T-Zellen nach der Inkubation der DC mit
dem Probiotikum ist moglich (HART et al., 2004). Die Induktion regulatorischer Mechanis-
men hingt stark vom eingesetzten Probiotikum ab (Genus, Spezies und sogar Stamm). Wobei
Bifidobakterien bei der Toleranzentwicklung stirker zu agieren scheinen als Laktobazillen
(HART et al., 2004; RIGBY et al., 2005).

Andererseits scheinen verschiede Probiotika bei der Induktion der humoralen Immunantwort
gegen andere Antigene als Adjuvans zu fungieren, da sie einen erhohten Antigentransport,
eine verstirkte Antigenprisentation sowie eine Induktion von co-stimualtorischen Molekiilen
bewirken (GILL, 2003). Auch die Aktivitdt der NK-Zellen wird von den Probiotika beein-
flusst. Bei einem in vitro-Versuch konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung von NK-
Zellen aus dem Blut nur dann méglich ist, wenn Monozyten nach der Aufnahme probiotischer
Bakterien co-stimulatorische Signale erzeugen (HALLER et al., 2002a). Aber auch nicht pha-
gozytierte Probiotika konnten Immunreaktionen modulieren. Von besonderer Bedeutung sind
in diesem Zusammenhang die intestinalen Epithelzellen, da sie ebenfalls immunmodulatori-
sche Eigenschaften besitzen. Durch die Ansiedlung im Darm treten die probiotischen Bakteri-
en mit den Darmepithelzellen in Kontakt. Die intestinalen Epithelzellen reagieren auf pro-
inflammatorische Reize mit der Ausschiittung von Chemokin IL-8, das die Migration der
Neutrophile in die Infektionsherde und die Entwicklung entziindlicher Prozesse begiinstigt.
Das Probiotikum Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) kann die Entwicklung einer TNF- -
induzierten entziindlichen Reaktion durch Verminderung von IL-8 Sekretion (ZHANG et al.,
2005) und somit eventuell auch chronisch entziindlichen Erkrankungen entgegenwirken. Die
intestinalen Epithelzellen konnen auf Bakterien sehr unterschiedlich reagieren, je nachdem,
ob es sich um pathogene, kommensalische oder probiotische Bakterien handelt. Diese Ant-
wort der Epithelzellen hingt sogar vom Stamm des eingesetzten Probiotikums ab (JIJON et
al., 2004). Die Freisetzung von Chemokinen durch Enterozyten kann durch verschiedene Pro-
biotika induziert werden. Diese Induktion hiingt aber von der Anwesenheit der Lymphozyten

ab (HALLER et al., 2000).

Neben intestinalen Epithelzellen, gehoren intraepitheliale Lymphozyten (IEL) zu den ersten
Zellarten, mit denen probiotische Bakterien in Kontakt treten. Die IEL als wichtige Effektor-
population des Darms bilden mit den Enterozyten ein immunologisches Netzwerk, das wie-
derum in Kontakt mit den probiotischen Bakterien steht. In diesem Zusammenhang liefern
auch die Monozyten wichtige stimulatorische Signale. In Co-Kulturexperimenten mit Entero-

zyten, Blutlymphozyten und Probiotika wurde die Freisetzung von regulatorischem TGF-3
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angeregt (HALLER et al., 2000). Die gleichzeitige Inhibition pro-inflammatorischer Zytokine
wie IFN- konnte jedoch nur in Anwesenheit von Monozyten erzeugt werden (HALLER et

al., 2002b).

Zwar verlangt die Definition von Probiotika, dass die Bakterien lebend in den Darm gelangen,
um probiotische Effekte auslosen zu konnen, jedoch scheinen auch nicht-vitale Probiotika
oder sogar nur bakterielle Bestandteile oder Metaboliten immunmodulatorisch wirken zu
konnen (GALDEANO & PERDIGON, 2004; MENARD et al., 2004; RACHMIELEWITZ et
al., 2004; TAKAHASHI et al., 1993). Es ist allerdings weitgehend unbekannt, welche bakte-
riellen Bestandteile notig sind, um die Immunmodulation zu bewirken, wie immunkompetente
Zellen diese Strukturen erkennen und welche molekularen Prozesse nach der Erkennung aus-
gelost werden. Hitzeinaktive Laktobazillen konnten bei intraperitonealer Gabe an BALB/c-
Miuse die NK-Aktivitdt verstirken (KATO et al., 1984). Nach oraler Gabe von mit Hitze
behandelten Laktobazillen an Méiuse erhohte sich stammspezifisch die Anzahl der zyto-
kinproduzierenden Zellen im Diinn- und Dickdarm (GALDEANO & PERDIGON, 2004).
LGG konnte sowohl nach Hitzeinaktivierung als auch als lebendes Bakterium anti-
inflammatorische Effekte bei Ratten auslosen (BAHARAYV et al., 2004). Die intraperitoneale
Gabe der Zytoplasmafraktion von L. /actis an Miuse stimuliert sowohl die NK-Ativitit als
auch die Sekretion von IFN- und IL-12, wihrend die Zellwand von L. /actis die Phagozyto-
seaktivitdt der Pritonealmakrophagen verstirkte. Demnach wurden beide Prozesse der ange-
borenen Immunabwehr durch unterschiedliche Zellfraktionen stimuliert. In einer Studie von
TAKAHASHI et al. (1993) wurden in vitro der Einfluss der Zellwand oder des Zytoplasmas
probiotischer Bakterien auf die Proliferation und auf die Antikoperproduktion von Immunzel-
len aus PP und Milz untersucht. Wihrend bei L. acidophilus Zytoplasma und Zellwand im-
munogen wirkten, war bei L. /ongum nur die Zytoplasmafraktion immunologisch wirksam.
Demnach unterscheidet sich die Immunoginitit der Zellwand bei diesen beiden Keimen oder

sogar bei diesen beiden Spezies grundsitzlich (TAKAHASHI et al., 1993).

Auch innerhalb des Genus der Bifidobakterien gibt es — das immunmodulatorische Potenzial
betreffend — Unterschiede, was anhand des Zytokinprofils, das diese Bakterien in Co-Kultur
mit Makrophagen erzeugt, bewiesen wurde (HE et al., 2002). So induzierten Bifidobakterien,
die mit der Bifidusflora gestillter Kinder assoziiert werden - ndmlich B. infantis, B. bifidum
und B. breve - die IL-10-Produktion, also eine regulatorische Immunantwort. Hingegen sti-
mulieren Bifidobakterien, die in der adulten Bifidusflora vorkommen, insbes. B. adolescentis
und B. longum mehr pro-inflammatprische Zytokine. Tatsdchlich unterscheiden sich diese

Bakterienspezies in der Zusammensetzung ihrer Zellwand. Generell enthilt die Zellwand
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grampositive Bakterien (z. B. Lactobacillus spp. oder Bifidobacterium spp.) eine dicke Pepti-
dogylkanschicht, die auf die Zytoplasmamembran aufgelagert ist. In diese Schicht sind Tei-
chonsduren bzw. Lipoteichonsduren integriert, die nur bei grampostiven Bakterien vorkom-
men. Das ,,Muster* dieser Bestandteile in der Zellwand kann allerdings zwischen bakteriellen
Spezies und Stammen variieren. Zudem konnen Unterschiede in den Zellwandbestandteilen
beim selben Stamm auch in unterschiedlichen Wachstumsphasen variieren. Weiterhin unter-
schieden sich Bakterien hinsichtlich ihres Anteils an CpG-Oligodesoxynucleotiden in der bak-
teriellen DNA. Dabei handelt es sich um Oligodesoxynucleotide (Cytidin-Guanosin-
Dinucleotide), welches ein phosphoryliertes Riickgrat bildet und in Bakterien meist unmethy-
liert vorliegt. Tatsdchlich kann eine Immunmodulation allein durch diese Strukturen induziert
werden. Zielstrukturen auf Immunzellen sind hauptsichlich Toll-like Rezeptoren (TLR) auf
Immunzellen (vor allem TLR9Y). Lipoteichonsduren sind Liganden fiir CD14 und TLR2
(HORNUNG et al., 2002). CD14 ist ein Rezeptor fiir einen Komplex aus Lipopolysacchari-
den (LPS) und einem Lipopolysaccharid-bindenden Protein, er wird hauptsédchlich auf Granu-
lozyten und Monozyten exprimiert (DATO et al., 1992; HAVERSON et al., 1994). Auch Pep-
tidogylkan wird von TLR2 erkannt (DZIARSKI et al., 2003).

Das Fehlen einer Methylierung bei der bakteriellen CpG-DNA ist verantwortlich fiir die Sti-
mulation von TLR9 (LATZ et al., 2004).

Die enzymatischen Spaltprodukte von Peptidoglykan und Muramyldipeptid wirken ebenfalls
immunogen und binden an NOD-Protein 2 (NOD2, nucleotide-binding oligomerization do-
main), ein intrazelluldres Protein. Mutationen im NOD-Gen scheinen mit der chronisch ent-
ziindlichen Darmerkrankung Morbus Crohn verkniipft zu sein (GIRARDIN et al., 2003;
INOHARA et al., 2003).

L. plantarum, der eine TLR2- vermittelte pro-inflammatorische Reaktion induziert, kann bei
geringem Gehalt an D-Alanin der Lipoteichonséduren anti-inflammatorische Reaktionen indu-
zieren. CpG-DNA-Motive aus probiotischen Bakterien aktivieren im GALT TLR9+ dendriti-
sche Zellen (DC), die IFN- ausschiitten, was zur Differenzierung von regulatorischen T-

Zellen (Tr-Zellen) fiihrt (RACHMILEWITZ et al., 2004).

CpG-DNA-Motive konnen nach Kontakt mit Blutlymphozyten diese zur anti-
inflammatorischen Reaktion anregen (LAMMERS et al., 2003). CpG-DNA-Motive aus Lac-
tobacillus rhamnosus GG fiihren in vitro zur Proliferation von B-Zellen und zur Induktion
der DC. In der Milz hingegen wurden pro-inflammatorische Reaktionen induziert (LLIEV et
al., 2008).

158



Diskussion

Die Immunzellen in den PP und den mesenterialen Lymphknoten beim Schwein exprimieren
in hohem Malle den TLR9 (SHIMOSATO et al., 2005). In vitro-Versuche zeigten, dass LGG
in einer Zelllinie HT29 der Darmenterozyten die Expression von TLRY induzieren kann (VI-
Z0OSO-PINTO, 2006). Es liegt daher die Vermutung nahe, dass zumindest bestimmte Probio-
tika ithre Wirkung iiber CpG-DNA und deren Interaktion mit TLR9 vermittelten. Im Darm
spielen die CpG-DNA-Motive wahrscheinlich eine grofle Rolle in der Immunmodulation, da
dort groBe Mengen freier DNA durch Freisetzung aus letalen Keimen im Darmlumen vor-

kommen.

Neben Zellwandbestandteilen konnen auch bakterielle Metabolite probiotischer Bakterien
anti-inflammatorische Reaktionen erzeugen. Ein nicht sehr genau definiertes Molekiil (kein
Protein, unter 3kDa) wird von wenigen Bakterien freigesetzt und fiihrt schon in sehr kleinen
Mengen zur Immunmodulation (MENARD et al., 2004). Diese Substanz interagiert nicht mit
Enterozyten, vielmehr erzielt sie ihre Wirkung nach Ubertreten der Darmbarriere (para- oder
transzelluldr). Bei Lactobacillus rhamnosus GG werden die immunmodualtorischen Eigen-
schaften im Zusammenhang mit sog. Immunmodulinen diskutiert. Es handelt sich dabei um
Molekiile, die in post-transkriptionalen Prozessen die LPS-induzierte Ausschiittung von TNF
inhibieren. Dabei handelt es sich um einen serum- und kontaktunabhingigen Prozess durch
LGG-Metaboliten, die nicht ndher charakterisiert sind (PENA & VERSALOVIC, 2003).
Probiotika haben aber auch einen direkten Einfluss auf die Genexpression bzw. Signaltrans-
duktion im Nukleus. Mittels DNA-Mikroarray konnte nachgewiesen werden, dass der Ver-
zehr von LGG die Genexpression mehrerer immunologisch relevanter Proteine im Duodenum
moduliert, dazu gehoren die inhibierte Expression des NK-Rezeptors 2B4 (CD244), die In-
duktion von TGF-f und des IL-10-Rezeptors IL-10R (DI CARO et al., 2005).

Mehrfach wurde beschrieben, dass die Aktivierung oder Inaktivierung des Transkriptionsfak-
tors NF- B, der fiir die Transkription pro-inflammarorischer Zytokine sorgt, durch Probiotika
beeinflusst wird. LGG induziert in Makrophagen die Aktivierung von NF- B, vermutlich {iber
TLR2.

STATI1 und STAT2 (Signal Transducer and Activator of Transcription) sind zytosolischen
Transkriptionsfaktoren, die fiir die Expression des 1L-10-Rezeptors verantwortlich sind. Und
ebenfalls durch LGG aktiviert werden (MIETTINEN et al., 2000). LGG inhibiert die TNF- -
induzierte IL-8-Ausschiittung von Enterozyten, da LGG die Aufrechthaltung der zytoplasma-
tischen I- B-Konzentration bewirkt und dadurch die Translokation von NF- B in den Nucleus

inhibiert (ZHANG et al., 2005).
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Systemische immunmodulierende Effekte der Pro-Supplementation wurden bei den Untersu-
chungen am Schwein sowie in zahlreichen anderen Studien festgestellt, bei denen Effekte
auBer im Blut auch im peripheren Mucosa-assoziierten lymphatischen Gewebe (Nasen-
Rachen-Raum, Urogenitaltrakt) aufgetreten sind. Es sei an dieser Stelle aber darauf hingewie-
sen, dass nur 2% des kompletten Lymphozytenpools des Korpers sich zu einem bestimmten
Zeitpunkt im Blutkreislauf befinden. Das unterschiedliche Migrationsverhalten naiver, Ge-
dichtnis- oder Effektorzellen sollte beachtet werden, denn letztere sind meist auf bestimmte
Gewebe beschrinkt. Daher ist die systemische Wirkung der Probiotika anhand der Bestim-

mung von Immunzellpopulationen im Blut relativ schwierig nachzuweisen

Im Darm aufgenommenes Antigen, inkl. probiotisches Antigen kann die Barriere zwischen
GALT und Peripherie, die durch die mesenterialen Lymphknoten aufgebaut wird, nicht pas-
sieren. Allerdings konnen aus dem Kontakt mit Probiotika differenzierte Zellen das GALT,
tiber efferente Lymphbahnen, die von den mesenterialen Lymphknoten abwandern, verlassen
und die Blutzirkulation erreichen, also in den systemischen Bereich des Immunsystems vor-

dringen.

Der Blutstrom fliet durch die Milz, daher iiberqueren ca. 50% der gesamten Lymphozyten,
die sich im Blut befinden, téiglich die Milz, so dass auch dieses Immunorgan mit T-Zellen aus
dem GALT in Beriihrung kommen kann (PABST& BINNS, 1989b). Allerdings konnen sys-
temische Effekte auch durch CpG-DNA-Motive, die in die Peripherie gelangt sind, induziert
werden. Es wurde beschrieben, dass CpG-DNA im oberen Diinndarm resorbiert wurde und in
der Milz nachweisbar war. Die Kinetik der Resorption korrelierte dabei mit Signalen der
TLR-Transduktion. Da DNA im Dickdarm, wo generell eine hohe Bakteriendichte an kom-
mensalen Keimen herrscht, nicht resorbiert wird, haben die Probiotika gegeniiber der endoge-
nen Flora einen entscheidenden Vorteil, da sie in hoher Zahl, wenn auch nur im Transit bei
der Darmpassage, im Diinndarm vorkommen, wo ihre CpG-DNA aufgenommen werden kann
(RACHMILEWITZ et al., 2004).

5.5. Einordnung der Ergebnisse und Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass das Probiotikum Enterococcus faecium NCIMB
10415 die Immunantwort modulieren vermag. Es konnte ein negativer Einfluss auf die Popu-
lation der CD80f*-Zellen festgestellt werden, der bereits vor der Infektion mit Salmonella in
Erscheinung trat. Die Reduktion der CD80" -Lymphozytenpopulation hatte wiederum Aus-
wirkungen auf die Verbreitung der Salmonellen in den abgesetzten Ferkeln. Diese modulato-

rische Eigenschaft scheint nicht nur auf den Darm beschrénkt zu sein, denn die Auswirkungen
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der probiotischen Behandlung waren auch im Blut und in der Milz zu verzeichnen. Die stér-
kere Salmonellen-Infektion der mit behandelten Tiere wurde von einer signifikant stirkeren
Immunrektion gegen die Pathogene beantwortet, fiihrte aber zu keiner schnelleren Beseiti-

gung der Salmonellen.

Um die Fragen zu beantworten, ob nur bestimmte Komponenten des Probiotikums Entero-
coccus faecium oder das intakte vitale Bakterium fiir die Immunmodulation verantwortlich
sind, und welcher Mechanismus zur Reduktion der CD80f*-Zellen fiihrt, sind Folgeuntersu-

chungen notwendig.
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6. Zusammenfassung

,untersuchungen zu immunmodulatorischen Eigenschaften des Probiotikums Enterococcus
faecium NCIMB 10415 (SF 68) auf die zellulire Immunitdt beim Schwein wihrend eines
Experiments mit Salmonella enterica Serovar Typhimurium DT104

Die Futterzusatzstoffe, die in der Tierproduktion eingesetzt werden, um die
Leistungsparameter der Tiere zu verbessern, sind vielfiltig. Probiotika werden als lebende
Mikroorganismen definiert, die auf die Gesundheit des Wirtsorganismus (Menschen oder
Tiere) positiv Einfluss nehmen. In der Nutztierhaltung und der Humanernihrung werden
Probiotika erfolgreich eingesetzt sowohl prophylaktisch als auch therapeutisch. Zahlreiche
Studien weisen darauf hin, dass die mit der Nahrung aufgenommenen probiotischen Bakterien
die Immunantwort sowohl im Darm als auch systemisch modulieren konnen. Der Einsatz von
bestimmten Probiotika bewirkt einen gewissen Schutz gegen Darmpathogene. Die dieser
Wirkung auf das Immunsystem zugrunde liegenden Mechanismen sind aber zum grof3ten Teil
noch unbekannt. Daher werden zahlreiche Wirkungsmechanismen postuliert.

In der vorliegenden Arbeit wurde am Tiermodell Schwein untersucht, inwiefern das
Probiotikum Enterococcus faecium NCIMB 10415 (SF 68) (Cylactin®) wihrend einer
experimentellen Infektion mit Salmonella typhimurium DT 104 die zellulire Immunantwort
sowohl systemisch als auch lokal in Effektor- und Induktorregionen des Darm-assoziierten

Immunsystems beeinflusst.

Zur Untersuchung der systemischen Immunantwort wurden Proben aus der Milz, dem Blut
und aus den Tonsillen herangezogen. Aus den Darm-assoziierten Bereichen wurden
Immunzellen aus den jejunalen und ilealen Peyerschen Platten (proximale und distale PP), aus
den mesenterialen Lymphknoten, sowie die intraepitheliale Lymphozyten des proximalen

Jejunum (IEL) isoliert.

Zehn Muttersauen (Duroc x Deutsche Landrasse) und ihre Wiirfe wurden zufillig einer
Versuchsgruppe  (mit  Probiotikumsupplementierung) oder  Kontrollgruppe (ohne
Probiotikumsupplementierung) zugeteilt. Die Sauen der Versuchsgruppe erhielten das
Probiotikum vom 90. Tag vor der Geburt bis zum 28. Tag nach der Geburt. Thre Ferkel
wurden vom 14. bis einschlieBlich 56. Lebenstag mit den probiotischen Kulturen gefiittert, bei
ansonsten gleichen Haltungs- und Fiitterungsbedingungen der Probiotika- und Kontrolltiere.

Aus jedem Wurf wurden am 28. Lebenstag zufillig neun Ferkel ausgewihlt, mit Salmonella
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typhimurium DT 104 infiziert und 3, 24, 71 Stunden bzw. 28 Tage nach der Infektion getotet
und beprobt (insgesamt 78 Ferkel).

Es wurden Blutproben aus den Vena jugularis am 21. Lebenstag und kurz vor der Tétung der
Tiere entnommen. Nach der Totung wurden Proben aus dem proximalen Jejunum, jejunalen
und ilealen Peyerschen Platten, Milz, Tonsillen und Lymphknoten entnommen. Aus den
Organproben wurden anschlieend Immunzellen isoliert. Nach Markierung mit fluorochrom-
konjugierten Antikorpern wurden mittels DurchfluBzytometrie die relativen Anteile
ausgewihlter Immunzellpopulationen bestimmt.

Signifikante Effekte der Fiitterung mit dem Probiotikum betrafen vor allem die CD4"-, CD8*-
und CD16"-Subpopulationen.

Im Darmepithel (alle Alterklassen), in der Milz (am 29. Lebenstag), den prox. PP (am 29.
Lebenstag) und im Blut (alle Altersklassen) sank durch die probiotische Behandlung der
Anteil der CD8"-Zellen. Dieser Effekt des Probiotikums Enterococcus faecium NCIMB 10415
betraf vor allem die CD8afB"*-Zellen, welche eine besondere Population der zytotoxischen
Zellen darstellen. Auch Anteil der gesamten Immunzellen im Darmepithel, gemessen anhand
der Bestimmung des Prozentsatzes an CD45'-Zellen, war in der Probiotikumgruppe
signifikant niedriger. Es ist daher nicht von einer bloBen relativen Abnahme der CD8"-Zellen
und einer Verschiebung des prozentualen Anteils innerhalb der gesamten Immunzellen
auszugehen, sondern bedeutet eine Reduktion der absoluten Zahl an CD8'-Zellen im
Darmepithel.

Die probiotische Behandlung fiihrte nach der Infektion (p.i.) zu einem signifikant hoheren
Prozentanteil der CD4'CD8-Lymphozyten in der Milz (alle Altersgruppen p.i.), den
proximalen Peyerschen Platten (alle Altersgruppen p.i.) sowie zu einem signifikant hoheren
Prozentanteil der CD4"-Lymphozyten in den Tonsillen (56 Tage alte Ferkel).

Der relative Anteil der CD16"-Zellen in den distalen Peryerschen Platten der Versuchsgruppe
war signifikant erhoht, hingegen in den mesenterialen Lymphknoten signifikant erniedrigt.

In den Tonsillen fiihrte die probiotische Zufiitterung zu einem tendenziell hoheren
Prozentanteil an CD3*CD8"- und y8*-Zellen.

Die Ergebnisse eines parallelen Teilprojekts derselben Forschergruppe (BfR, Berlin), bei dem
Proben aus den gleichen Tieren verwendet wurden wie in dieser Arbeit, zeigten, dass in der
mit E. faecium SF68 gefiitterte Ferkelgruppe eine stirkere Besiedlung unterschiedlicher

Organe mit S. typhimurium festgestellt wurde.
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Aufgrund der zeitlichen Abfolge und des Verlaufes muss angenommen werden, dass die
Erhohung der verschiedenen Immunzellpopulationen in der Probiotikagruppe eine Reaktion
auf die stirkere Salmonellose darstellen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Behandlung mit dem Probiotikum Enterococcus
faecium NCIMB 10415 sowohl die lokale als die systemische zelluldre Immunantwort
beeinflusst. Vor allem in den ersten sechs Lebenswochen sind die Auswirkungen der
probiotischen  Behandlung deutlich. Gegen Salmonelleninfektionen scheint die
Supplementierung keinen Schutz zu bieten. Sie verstdarkt moglicherweise die Translokation
der Pathogene. Der Anteil der fiir die Beseitigung der intrazelluliren Salmonellen sehr
wichtigen CD8"-Zellpopulation wird durch die Behandlung mit dem Probiotikum
Enterococcus faecium NCIMB 10415 reduziert, dies konnte negativ Auswirkung auf die

Beseitigung der Salmonellen haben.
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7. Summary

»Assessment of immunmodulatory properties of the probiotic feed-additives Enterococcus
faecium NCIMB 10 4 15 (SF 68) on the local and systemic cellular immunity of pigs in an
infection challenge model with Salmonella enterica Serovar typhimurium DT104”

Numerous feed additives are in use to enhance performance parameters in animal production.
In recent years, probiotics have gained increased interest as feed supplements as restrictions
on the use of antibiotics have become more rigorous. Probiotics are defined as living
microorganisms capable of positively influencing the health of the recipient. For animals and
humans, probiotics are already successfully in use for both prophylactic and therapeutic uses.
Numerous studies indicate that probiotic feed additives show a modulatory effect on the
immune system, both intestinal as well as systemic. Selected probiotics are being credited
with increasing the resistance against gastrointestinal pathogens.

The mechanisms responsible for the positive influence of probiotics is as yet not clearly
understood, although numerous possibilities have been given discussion.

In this work, the influence of the probiotic Enterococcus faecium SF68 (NCIMB 10415)
during an experimental infection with Sallmonella enterica Serovar typhimurium DT104 in a
porcine animal model was studied.

The influence of the probiotic on the cellular immune response of the intestine-associated
immune system was investigated both locally and systemically. To examine the systemic
immune response, samples were taken from the spleen and the peripheral blood of the piglets.
To investigate the local immune response, immune cell samples were taken from the jejunal
and ileal Peyer’s patches (proximal and distal), from mesenterical lymph nodes and tonsils. In
addition, epithelial cells and intraepithelial lymphocytes (IEL) isolated from the proximal
jejunum were also investigated.

Ten sows (Duroc x Deutsche Landrasse) and their litters were randomly divided into a trial
(supplementation with probiotics) and a control groups (without probiotics). Sows received
probiotic feed supplements from 90 days ante partum to 28 days post partum. Piglets received
probiotics from day 14 to day 56. Apart from the probiotic feed supplementation, trial and
control groups were fed and housed identically.

From each litter, nine, 28 day-old piglets were randomly chosen for infection with Salmonella
typhimurium. The infected piglets were sacrificed 3, 24, and 71 hours and 28 days after
infection respectively (78 piglets all in all) for immune cell preparations. Purified immune
cells were isolated, incubated with fluorescence-conjugated antibodies and flow cytometry

was performed to determine relative percentages of chosen immune cell populations. Blood

165



Summary

immune cells were prepared from samples taken from the Vena jugularis and purified using
standard density gradients.

The results indicated that feed supplementation with the Enterococcus faecium probiotic
significanty affected the CD4+, CD8+ and CD16+ immune cell sub-populations. In the
intestinal epithelium (at all investigated time points), in the spleen (at day 29), in the proximal
PP (at day 29), and in the blood (at all investigated time points), the percentage of CD8+ cells
was decreased. This effect of the Enterococcus faecium probiotic mainly affected CD8af3+
cells, a sub-population of cytotoxic T cells. Moreover, there was a significantly lower
percentage of CD45+ lymphocytes in the jejunal epithelium of the probiotic piglets,
indicating a decline in absolute numbers of lymphocytes in the epithelium. This reduction
appeared to have negative consequences for the immunity against S. typhimurium.
Determinations of another research group with the same animals revealed that the probiotic-
treated animals showed a more severe infection with Salmonella compared to the control
animals (personal communication, I. Szabd)

Post-infection (p.i.) with Salmonella, the probiotic-supplemented animals showed a
significantly higher proportion of CD4+ CD8" lymphocytes in the spleen (at all time points
p.i.), in the proximal PP (at all time points p.i.), and a significantly higher percentage of CD4+
cells in the tonsils (four weeks p.i.). The frequency of CD16+ cells in the distal PP was
significantly increased in the probiotic group, while it was significantly lower in the
mesenteric lymph nodes. In the tonsils, the probiotic treatment showed a tendency toward
elevated proportions of CD8+ T cells and yd T-cells. Based on the temporal course of the
obeserved changes in immune cell populations, the increase in several immune cell

populations appears to result from a reaction to a more severe infection with Salmonella.

The results of this study show that the treatment with probiotics as feed supplement influences
the local and systemic immune response to pathogens. This is most notable during the first six
weeks of life. However, probiotic supplementation did not appear to support an increased
immune defense against a Salmonella infection. The observed reductions in the CD8+
immune cell population would most likely weaken the defense against Salmonella. The data
therefore suggest a negative influence of Enterococcus faecium on the population of CD8o3+

cytotoxic T-cells followed by a stronger translocation of Salmonella Typhimurium DT104.
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9. Anhang

9.1 Fiitterung der Tiere

Tabelle 11-1 Saugferkelfutter F I ( 15-28 Tage p.p.)

Rohstoffe %

Weizenschrot 45,47
Haferflocken 10,00
Sojaschrot 27,40
Magermilchpulver 12.00

Kohlensaurer Kalk 1,10
Monocalciumphosphat | 1,30
Mineralvormischung 1,20

Sojaol 1,00
Lysin 0,30
Metheonin 0,16
Tryptophan 0,07
Probiotikum 0,01

Tabelle 11-2 Futter fiir Aufzuchtferkel F II (29-56 Tage p.p.)

Rohstoffe %
Weizenschrot 61,3
Gerstenschrot 13,00
Sojaschrot 18,3
Kohlensauer Kalk 1,6

Monocalciumphosphat | 1,49
Mineralvormischung 1,61

Sojaol 2
Lysin 0,3
Metheonin 0,04
Viehsalz 0,36
Probiotikum 0,03

Tabelle 11-3 Alleinfuttermittel fiir tragende Sauen (-91 bis 1 Tage a.p.)

Rohstoffe /2 Inhaltsstoffe] %
(berechnet)
Gerste 54,3 | Rohprotein | 12,00
Weizenkleie 30,6 | Lysin 0,60
Melasseschnitzel 10,6 | Rohfett 3,00
Melasse/Rohr 1,5 Rohfaser 8,60
Futterkalk 1,04 | Rohasche 6,00
Sojaextraktionsschrot | 0,77 | Calcium 0,70
Monocalciumphosphat | 0,29 | Phosphor 0,65
L-Lysin 0,15 | Natrium 0,20
Vitaminvormischung | 0,75 | MJ ME 10,60
Probiotikum 0,005
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Tabelle 11-4 Alleinfutter fiir laktierende Sauen (0-28 Tage p.p)

Rohstoffe %0 Inhaltsstoffe| %
(berechnet)

Gerste 40,00 | Rohprotein | 17,50
Weizenkleie 10,67 | Lysin 0,95
Triticale 14,95 | Rohfett 4,20
Weizen 8,00 | Rohfaser 5,00
Erbsen 5,00 | Rohasche 6,50
Pflanzenfett 1,20 | Calcium 0,90
Sojaol 0,53 | Phosphat 0,70
Natriumchlorid 0,13 | Natrium 0,28
Calciumcarbonat 1,47 | MJ ME 13,00
Sojaextraktionsschrot | 16,00
Monocalciumphosphat | 0,93
L-Lysin 0,08

DL-Methionin 0,04
Vitaminvormischung 1,00
Probiotikum 0,005

9.2 Ubersichten der verwendeten Tiere und deren Totungstermine in den jeweiligen

Fiitterungsgruppen

Tabelle 11-5 Totungszeitpunkt 3 Stunden nach der Infektion

Enterococcus faecium-Gruppe Kontrollgruppe

Tier-Nr. | Tier-Nr. | Tier-Nr. | Tier-Nr. | Tier-Nr. | Alter Geschlecht | Gewicht
(Kg)

62/X 63/VI 63/VI 63/VI 63/VI 28 Tage | & 7,16
62/X1 63/X 63/X 63/X 28 Tage | ¢ 7,33
91/V 97/XIl | 97/XIT | 97/XIT | 97/XII | 28 Tage | ¢ 6,76
91/1 97/X 97/X 97/X 28 Tage | & 7,77
87/XV S51/V S51/V S1/V 28 Tage | & 5,9
87/VIII S51/X 51/X S51/X 28 Tage | ¢ 6,72
74/111 68/IX 68/IX 68/IX 68/IX 28 Tage | ¢ 7,78
74/VIL | 68/VIII | 68/VIII | 68/VIII | 68/VIIl | 28 Tage | ¢ 7,71
83/X1 72/XTI | 72/XTI | 72/XTI | 72/XTID | 28 Tage | € 11,29
83/VI 72/V 72/V 72/V 72/V 28 Tage | & 7,86
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Tabelle 11-5 Totungszeitpunkt 24 Stunden nach der Infektion

Enterococcus faecium-Gruppe Kontrollgruppe
Tier-Nr. | Tier-Nr. | Tier-Nr. | Tier-Nr. | Tier-Nr. Alter | Geschlecht Gf(:g;ht
62/V 62/V 62/V 62/V 63/XII | 29 Tage Q 8,1
62/XIV | 62/XIV | 62/XIV | 62/XIV 63/1 | 29 Tage 4 8,4
91/111 91/111 91/111 91/111 97/ | 29 Tage 3 6,3
91/vIl | 91/VII 91/VII 91/VII | 97/VII | 29 Tage 4 9,0
87/XII | 87/XII | 87/XIIT | 87/XII | 51/IV | 29 Tage 3 5,6
87/XVII | 87/XVII | 87/XVII | 87/XVII | 51/II1 | 29 Tage 3 8,4
74/1 74/1 74/1 74/1 68/V | 29 Tage Q 11,25
74/ 74/NV 74/V 74/V 68/1I1 | 29 Tage 3 9,56
83/XV | 83/XV | 83/XV | 83/XV 72/ | 29 Tage 4 7,94
83/V 83/V 83/V 83/V 72/IV | 29 Tage 3 8,21
Tabelle 11-6 Totungszeitpunkt 71 Stunden nach der Infektion
Enterococcus faecium-Gruppe Kontrollgruppe
Tier-Nr. | Tier-Nr. Tier-Nr. Tier-Nr. Tier-Nr. Alter | Geschlecht G?I\;v;ht
62/111 63/X1 63/X1 63/X1 63/XI | 31 Tage Q 10,3
62/1IX 63/X111 63/XII1 63/XIII 63/XIII | 31 Tage Q 11,1
91/XII | 97/XVII | 97/XVII | 97/XVII | 97/XVII | 31 Tage Q 9,14
91/VI | 97/XVII | 97/XVIII | 97/XVII | 97/XVIII | 31 Tage Q 8,54
87/1IV 51/1IX 51/IX 51/IX 51/1IX 31 Tage Q 8,38
87/VI 51/10 51/10 51/10 51/10 31 Tage 3 7,34
74/VIL 68/VI1 68/V1 68/VI1 68/VI | 31 Tage Q 10,26
74/VIII 68/11 68/11 68/11 68/11 31 Tage 3 10,2
83/1V 72/10 72/10 72/10 72/10 31 Tage 3 11,42
83/1 72/1 72/1 72/1 72/1 31 Tage 3 7.1
Tabelle 11-7 Totungszeitpunkt 28 Tage nach der Infektion
Enterococcus faecium-Gruppe Kontrollgruppe
Tier-Nr. | Alter | Geschlecht | Gewicht | Tier-Nr. | Alter | Geschlecht G?Iv(v;c)ht
62/IV | 56 Tage 3 22,1 | 63/VII | 56 Tage 3 25,3
62/VI | 56 Tage 3 23,06 63/I1 | 56 Tage Q 22,1
91/VIII | 56 Tage Q 11,04 | 97/XV | 56 Tage Q 17,5
91/I1 | 56 Tage 3 19,0 97/l | 56 Tage 3 18,0
87/X | 56 Tage Q 214 51/VIII | 56 Tage Q 19,32
87/IX | 56 Tage 3 16,17 51/VII | 56 Tage Q 21,48
74/IX | 56 Tage Q 26,82 68/XII | 56 Tage 3 21,08
74/11 | 56 Tage 3 15,28 68/X1 | 56 Tage 4 23,26
72/X1I | 56 Tage Q 21,88
72/X | 56 Tage Q 15,62

199




Anhang

Tabelle 11-9 Ubersicht iiber die verwendeten Ferkel fiir die Entnahme von Blutproben
(vor der Salmonella-Infektion)

Enterococcus faecium- Kontroll-
Gruppe gruppe
Tier-Nr. Alter Tier-Nr. Alter
54/1X 21 Tage 96/V 21 Tage
52/11 21 Tage 96/VI 21 Tage
77V 21 Tage 95/VIII 21 Tage
S8/IX 21 Tage 90/X111 21 Tage
44/X 21 Tage 40/111 21 Tage
91/1V 21 Tage 63/X11 21 Tage
92/X111 21 Tage 89/1 21 Tage
93/VIIl 21 Tage 46/1 21 Tage
94/VI 21 Tage 69/1 21 Tage
41/11 21 Tage 72/11 21 Tage
58/ 21 Tage 96/1X 21 Tage
62/111 21 Tage 9711V 21 Tage
76/11 21 Tage 63/X1 21 Tage
89/VII 21 Tage

Tabelle 11-10 Ubersicht iiber die Infektionsdosis an Salmonella typhimurium DT 104

Fiitterungsgruppe | Nr. | Sau Nr. (in ﬁziel:;ﬂ;flglzgzgzze Tiere) Infektionsdosis
P1 62 X, XLV, XIV I IX, IV, V 5,35E+09 CFU/Tier
Enterococcus | P2 91 V, I, ITI, VII, XII, VI, VIII, IT 8,46E+09 CFU/Tier
faecium- P3 87 XV, VIIL XIIIL, IV, VI, X, IX 6,80E+09 CFU/Tier
Gruppe P4 74 11, VII, I, V, VIII, VII, IX, Il 7,70E+09 CFU/Tier
P5 83 XL VL, XV, V, IV, I 7,40E+09 CFU/Tier
KlI 63 VI, X, XII, I, XI, XIII, VIII, 11 6,21E+09 CFU/Tier
K2 97 X1, X, 11, vil, XviIL xvIll, XV, Il | 6,80E+09 CFU/Tier
Kontroll- K3 51 v, X, IV, III, IX, II, VIII, VII 7,80E+09 CFU/Tier
stuppe K4| 68 IX, VI, V, I VI IL XIL XI | 8,80E+09 CFU/Tier
K5 72 XIII, V, I, 1V, ILI, XII, X 9,90E+09 CFU/Tier

200




Anhang

Tabelle 11-11 Konzentration des Probiotikums Enterococcus faecium NCIMB 10415 im
Futter (Mittelwerte, vorliufige Zahlen, Auswertung nicht vollstindig)

Futter fiir Konzentration des Probiotikums
Entercococcus faecium NCIMB 10415
(Mittelwert)

Saugferkel 7,5.10° (3,1 SD)

Absetzferkel 4,7.10° (2,7 SD)

Tragende Sauen 2,2 10° (0,92 SD

Laktierende Sauen | 1,4.10° (0,57 SD
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