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1 EINLEITUNG

Erklartes Ziel des gesundheitlichen Verbraucherschutzes ist es, den Eintrag der von Tieren
stammenden Lebensmittelinfektionserreger beginnend bei der Priméarproduktion zu senken
(KRANKER et al., 2003). Eine der mdglichen Alternativen scheint der Einsatz von Probiotika
in der Tiererndhrung zu sein. In der EU hat eine Vielzahl verschiedener
Mikroorganismenpraparate eine Zulassung als Futtermittelzusatzstoff erhalten. Die
Probiotika werden unter anderem mit dem Ziel eingesetzt, die intestinale Mikroflora derart zu
beeinflussen, dass die Gesundheit und somit auch Leistungsfahigkeit des Tieres positiv
beeinflusst werden.

Vor dem Hintergrund der zunehmenden Entwicklung von Resistenzen gegenliber Antibiotika
und dem daraus resultierenden Ziel der Minimierung des Antibiotika-Einsatzes sowohl in der
Human- als auch der Tiermedizin hat v. a. in der Tierproduktion der Einsatz von Probiotika
einen hohen Stellenwert eingenommen. Demgegenitber ist der Wissenstand Uber
Wirkungsweise der Probiotika beim Tier auBerst lickenhaft. Die in den Jahren 2001 bis 2007
von der Deutschen Forschunggemeinschaft geférderte Forschergruppe (FOR) 438 befaBte
sich daher in einem integrativen Ansatz mit der Analyse der Wirkmechanismen von
Probiotika beim Schwein. Erste Ergebnisse aus dieser Forschungsarbeit zeigten, dass
Ferkel aus der mit Probiotika behandelten Gruppe offensichtlich weniger mit pathogenen
Keimen belastet waren als die Kontrolltiere. Zusatzlich wurde anhand von in vitro-Modellen
demonstriert, dass das Probiotikum Enterococcus faecium NCIMB 10415 das Eindringen von
Salmonella Typhimurium in intestinale Epithelzellen deutlich hemmen kann.

Zur Klarung der Frage, ob eine wirksame Infektionsabwehr in analogen Futterungsversuchen
auch in vivo beobachtet werden kann, sind gezielte Infektionsversuche mit pathogenen
Keimen in einer definierten Dosis und unter vergleichbaren Bedingungen am Zieltier der
einzig sinnvolle Versuchsansatz. Ob die beobachteten Effekte in vitro tatséchlich eine
erhéhte Infektionsabwehr in vivo hervorrufen, kann nur unter experimentellen Bedingungen
durch den Vergleich der endogenen Besiedlung von Organen und der Ausscheidung des zu
untersuchenden pathogenen Erregers im Kot bei mit und ohne Probiotikum gefltterten
Tieren untersucht werden.

Bei der Planung der vorliegenden experimentellen Studie richtete sich die Wahl von
Infektionsstamm (Salmonella Typhimurium DT104) und Tiermodell (Schwein) flr die

Challengeversuche nach der in Deutschland aktuell bestehenden Salmonellen-Situation.

Die vorliegende Arbeit soll zum besseren Verstédndnis der Wirkung von Probiotika auf

pathogene Mikroorganismen am Modell Schwein beitragen. Im Vordergrund stand dabei die



Frage, ob es Unterschiede bei mit und ohne Enterococcus faecium exponierten Ferkeln
(Zufttterung des Probiotikums Cber die Muttersauen ab dem 14. Saugetag) gibt, die nach
dem Absetzen mit Salmonella Typhimurium DT104 infiziert und nach 3, 24, 72 Stunden
sowie 28 Tagen getbtet wurden. Zum Vergleich der mit Probiotikum behandelten Ferkel
(nachfolgend Probiotikagruppe) und ohne Applikation des Probiotikums (nachfolgend
Kontrollgruppe) sollten folgende Parameter vergleichend untersucht werden:

e klinischer Verlauf der Salmonelleninfektion,

e Ausscheidungsdynamik der Salmonellen mit dem Kaot,

¢ mikrobielle Belastung ausgewéhlter Organe mit Salmonellen,

¢ humorale Immunantwort am Beispiel von anti-Salmonella-1gG, -IgM und -IgA.



2 LITERATURUBERSICHT

2.1 Salmonella

Die Gattung Salmonella (S.) ist ein Mitglied der Familie Enterobacteriaceae, zu der u.a. auch
die Gattungen Escherichia und Yersinia zahlen (WOESE et al., 1990; MAIDAK et al., 2001).
Salmonellen sind gramnegative, fakultativ anaerobe, fast ausnahmslos bewegliche, gerade
Stébchenbakterien mit einer GréBe von 0,7-1,5 x 2,0-5,0 um (LE MINOR, 1984; SELBITZ,
1992).

Die erstmalige Darstellung von Salmonellen aus einem Humanisolat gelang vor mehr als 140
Jahren. 1880 wies Eberth einen Erreger mikroskopisch nach, der aus der Milz und den
Mesenteriallymphknoten eines an Typhus abdominalis verstorbenen Menschen stammte (LE
MINOR, 1994). Gaftky gelang es, 1884 den Erreger das erste Mal zu Kkultivieren
(KAUFFMANN, 1978).

Die taxonomische Einteilung der Salmonellen gab in der Geschichte der Salmonellen immer
Anlass fir Diskussionen. In der Anfangsphase wurden die Isolate je nach den betreffenden
klinischen Symptomen benannt und als unterschiedliche Spezies betrachtet (KAUFFMANN,
1966). So wurde beispielsweise der von Eberth entdeckte Erreger des Typhus als Eberthella
typhosa (spater S. typhi) benannt.

1966 teilte Kauffmann das Genus Salmonella aufgrund biochemischer Eigenschaften
(O- und H-Antigen) in vier Gruppen ein (Kauffmann-White Schema, heute White-Kauffmann-
Popoff Schema), wodurch bis heute Uber 2.500 verschiedene Serovare von Salmonellen
klassifiziert wurden.

Aufgrund molekularbiologischer Erkenntnisse vermuteten LE MINOR et al. (1982), dass die
Gattung Salmonella nur aus einer einzigen Spezies besteht, S. choleraesuis. Die Subspezies
und Serovare wurden in sechs Gruppen eingeteilt (S. choleraesuis ssp. choleraesuis, S.
choleraesuis, ssp. salamae, S. choleraesuis ssp. arizonae, S. choleraesuis ssp. diarizonae,
S. choleraesuis ssp. houtenae, S. choleraesuis ssp. bongori). Wenige Jahre spéter
benannten LE MINOR et al. (1986) eine neue Subspezies (S. choleraesuis ssp. indica). Die
Vorschlage, sowohl die Spezies als auch die Subspezies ,choleraesuis® durch ,enterica” zu
ersetzen (LE MINOR und POPOFF, 1987) und die Subspezies ,bongori‘ als eigene
Salmonella Spezies zu bezeichnen (REEVES et. al., 1989), bildeten den Gegenstand einer
fast zwanzig Jahre andauernden Diskussion. Die Vorschldge wurden im Jahr 2005
schlieBlich anerkannt.

Auf dem heutigen Stand der Taxonomie wird die Gattung Salmonella in zwei Spezies
unterteilt, S. enterica und S. bongori, wobei S. enterica in weitere Subspezies (S. enterica

10



ssp. enterica , S. enterica, ssp. salamae, S. enterica ssp. arizonae, S. enterica ssp.
diarizonae, S. enterica ssp. houtenae, S. enterica ssp. indica) unterteilt wird.

Der in der vorliegenden Arbeit verwendete Infektionsstamm ist die genetisch veradnderte
(Plasmid-vermittelte GFP-Markierung), multiresistente Variante eines Salmonella enterica
ssp. enterica Serovar Typhimurium DT104, der im Folgenden mit der Kurzform Salmonella
(S.) Typhimurium DT104 bezeichnet wird.
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2.1.1 Salmonellendiagnostik beim Schwein

Fir den Nachweis von Salmonellen im Schwein wird eine groBe Anzahl von direkten und

indirekten Nachweisverfahren beschrieben. Eine zusammenfassende Ubersicht gibt Tabelle

1 wieder.

Tabelle 1: Ubersicht tiber die Methoden zum Nachweis von Salmonellen

Direkter Nachweisverfahren

Matrices: Organe, Kot, Se- und
Exkrete, Lebensmittel, Futter,
Umwelt

Gram Féarbung

Darstellung von Bakterien in der Lichtmikroskopie

Kultivierung
Ausstrich
Abklatsch
Voranreicherung

Selektivanreicherung

Feste Nahrbdden

Ubertragung von Salmonellen direkt aus der Matrix auf
festes Nahrmedium

Revitalisierung subletal vorgeschadigter Keime
Unterdriickung der Begleitflora

Ubertragung von Bakterien aus der Anreicherung auf feste
Néhrbdden

Typisierung
Biochemische Typisierung

Serologische Typisierung

Phagentypisierung

Zuordnung von Salmonella Serovaren mittels biochemischer
Eigenschaften

Endgiiltige Zuordnung von Salmonella Serovaren mittels
Antigenanalyse

Bestimmung der Phagentypen von Salmonella Serovaren

Molekularbiologische Verfahren

Plasmidprofil-Elektrophorese
RFLP
Pulsfeldgelelektrophorese
Ribotyping

PCR

Feintypisierung der Salmonellen anhand verschiedener
Gensequenzen unterschiedlichen Ursprungs (Plasmid,
Ribosomen, Genom)

Indirekte Nachweisverfahren

Matrices: Blutserum, Fleischsaft

ELISA
Serumlangsamagglutination
Komplementbindungsreaktion

Nachweis spezifischer Antikérper gegen Salmonellen im
Serum oder Fleischsaft
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2.1.2 Kulturelle Untersuchungen

Salmonellen sind anspruchslos zu kultivieren. Das Wachstum erfolgt bei einer Temperatur
von 5,2 - 46,2°C (Optimum bei 35 — 45°C), einem pH-Wert zwischen 4 und 8 und einer
Wasseraktivitat von ca. 0,93 (BAUMGART, 1997). Schwierigkeiten entstehen jedoch durch
die haufig hohe Anzahl von Begleitflora bei gleichzeitig niedriger Anzahl von Salmonellen.
Weitere Probleme kénnen bei der Kultivierung auftreten, wenn durch die Be- und
Verarbeitungsprozesse subletal vorgeschadigte Keime (z.B. im Lebensmittel) vorhanden
sind. So empfiehlt es sich, bei dem qualitativen Nachweis von Salmonellen eine nicht
selektive Voranreicherung (z.B. mit Peptonwasser) durchzufihren (SELBITZ et al., 1995),
die der Revitalisierung der subletal vorgeschadigten Keime dienen soll. Eine selektive
Anreicherung (z.B. Tetrathionat-Bouillon) dient darauffolgend zur Unterdriickung der
Begleitflora (WALTMANN, 2000).

Ein direkter Ausstrich und somit die Mdglichkeit eines kulturellen quantitativen Nachweises
aus Kot- und Organproben ist nur in der akuten Phase der Infektion sinnvoll. Der
Direktausstrich eignet sich flir den Nachweis bei klinisch unauffélligen, chronisch oder
persistent infizierten Tieren aufgrund der geringen Salmonellenzahl im Darm (im Vergleich
zu der absoluten Keimzahl der Darmflora) jedoch nicht (WALTMANN, 2000).

Salmonellen werden zur Unterscheidung von anderen Enterobakterien auf Differenzierungs-
und / oder Selektivndhrbdden gezlichtet. Oft werden die Nahrbdden Brillantgrin-Phenolrot-
Lactose-Saccharose-Agar  (BPLS-Agar), Rambach-Agar oder der Xylose-Lysin-
Desoxycholat-Agar (XLD-Agar) verwendet (BAUMGART, 1997).

Das XLD-Agarmedium hemmt das Wachstum coliformer Keime aufgrund seines
Natriumdeoxycholat Gehaltes. Der Abbau von Xylose, Lactose und Saccharose zu Saure
durch die wachsenden Kolonien erzeugt aufgrund der pH-Wert Verschiebung einen
Farbumschlag. Salmonellen bauen Xylose vollstdndig ab und decarboxylieren Lysin.
Dadurch steigt der pH-Wert und es kommt zu einer zentralen Schwérzung der Kolonie. Falls
das Resistenzspektirum des zu untersuchenden Keimes bekannt ist, kann die Selektivitat des
XLD-Agarmediums durch die Zugabe von antibiotisch wirkenden Substanzen (Novobiozin,
Nalidixisaure) erhdht werden.

Die Untersuchung von Lebensmitteln in Deutschland erfolgt nach der Amtlichen Sammlung
von Untersuchungsverfahren (ASUV) nach § 64 des Lebensmittel- und
Futtermittelgesetzbuches  (LFGB) (ehemaliger § 35 des Lebensmittel- und
Bedarfsgegenstandegesetzes (LMBG), die sich eng an die Norm 6579 der
Normierungsorganisation 1SO (,International Organization for Standardization, engl.)
anlehnt.

Der Kern des horizontalen Nachweises von Salmonellen ist ein seit Jahrzehnten praktiziertes
Prozedere, das aus nicht selektiver Voranreicherung, selektiver Voranreicherung, Ausstrich
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auf feste Nahrmedien und anschlieBende biochemische und serologische Bestatigung der
Isolate besteht. Diese finden ebenfalls eine allgemeine Verwendung bei der Isolierung von
Salmonellen aus anderen Matrices, sowie Organ- und Kotproben und diversen
Umweltproben (WALTMAN, 2000).

Die EN I1SO 6579:2002/A1: 2007: Mikrobiologie von Lebensmitteln und Futtermitteln —
Horizontales Verfahren zum Nachweis von Salmonella spp., beschreibt in Anhang D als
einzige Selektivanreicherung den modifizierten-halbfesten Rappaport-Vassilidis Agar
(MSRV) fir Tierkot und Proben aus der Primarproduktion. Das MSRV-Medium wird nach
einer nicht selektiven Voranreicherung als Selektivanreicherung eingesetzt. Diese
Eigenschaft des Mediums basiert auf dem Zusatz von Malachitgriin, gegen das die
Salmonellen resistent sind. Des Weiteren wird mittels MSRV-Medium die Vermehrung von
Salmonellen bei 42°C, hohem osmotischen Druck und einem niedrigen pH-Wert erméglicht.
Die halbfeste Konsistenz des Mediums nutzt die Eigenschaft der Eigenbeweglichkeit der
Salmonellen aus. Dieses Verfahren hat sich nach einer Einarbeitungsphase von
verschiedenen Untersuchungseinrichtungen als ein sensitives Verfahren zur Isolierung von
Salmonellen aus Gefliigelkot etabliert (MALORNY et al., 2007). Mehrere Studien mit
Matrices aus Schweinen berichten ebenfalls Uber die erfolgreiche Anwendung dieser
Methode (DORN et. al., 2007; SCHERER et al., 2008).

Fir den qualitativen Salmonellennachweis aus Kot- und Organproben in der vorliegenden

Arbeit kam diese Methode ebenfalls zum Einsatz (siehe Material und Methoden).

2.1.3 Serologische Untersuchungen

Die Salmonellen haben wie alle Vertreter der Familie Enterobacteriaceae Oberflachen-
(somatische oder O) und GeiBel- (H, Phase | und Il) Antigene. Das somatische Antigen ist
ein hitzestabiles Lipopolysaccharid und ein Bestandteil des in der Zellwand lokalisierten
Lipopolysaccharid-Protein-Komplexes. Bei dem GeiBelantigen hingegen handelt es sich um
ein in den GeiBeln sitzendes hitzelabiles Protein (GRIMONT et al., 2000).

Das zuséatzliche Vorkommen von Hillenantigenen (K-Antigene, heute Vi-Antigene) ist
ebenfalls méglich (S. Typhi, S. Paratyphi und S. Dublin). Die unterschiedliche
Zusammensetzung der Antigene ist nach einer Antigenformel aus dem Kauffmann-White-
Schema (heute: White-Kauffmann-Popoff Schema), welches derzeit insgesamt 2.579
Serovare umfasst (ANONYMUS, 2007a) definiert.

Das Funktionsprinzip der immunologischen Nachweisverfahren beruht auf der spezifischen
Bildung eines Antigen-Antikérper-Komplexes. Das nachzuweisende Antigen (z.B. LPS
Salmonellenantigene) wird zunachst an einen festen Trager (z.B. Polystyrolkunststoffplatten)

gebunden (immobilisiert), anschlieBend werden die an das Antigen gebundenen Antikdrper
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durch einen markierten anti-Antikérper sichtbar gemacht. Als Markierung dienen radioaktive
Isotope (Radioimmuntest), fluoreszierende Farbstoffe (Immunfluoreszenztest) oder Enzyme
(ELISA) (HAHN et al., 1994).

Bei einem ELISA (enzyme-linked immuno-sorbant assay) handelt es sich um ein
immunologisches Nachweisverfahren, bei dem die Bindung des mit einem Enzym markierten
Antikdrpers (Konjugat) erst nach Zugabe eines Substrates sichtbar wird, da das Enzym das
Substrat (farblos) zu einem farbigen Abbauprodukt umbaut. Bei den Enzymen handelt es
sich in der Regel um Peroxidase oder alkalische Phosphatase (HAHN et al.). Die
darauffolgende Farbentwicklung wird mit einem Photometer gemessen. Die Extinktion steht
in direkter Korrelation mit der Konzentration der gegen Salmonellen gerichteten Antikdrper in
der Probe.

Bei den meisten kommerziell erhéltlichen ELISA-Kits handelt es sich um direkte ,Sandwich—
ELISA“. Diese Testsysteme detektieren ausschlieBlich oder liberwiegend Immunoglobulin G-
Antikérper (IgG). Inzwischen gibt es neuartige ELISA-Systeme, die auf demselben Prinzip
basieren, jedoch zusatzlich die Antikérperklassen M (IgM) und A (IgA) differenzieren kdnnen.
Dies ermdglicht eine Beschreibung der Infektionsdynamik am Einzeltier und der
Unterscheidung zwischen einer akuter (ab Tag 5 p.i.) und chronischen Infektion (LEHMANN,
2004; EHLERS et al., 2006).

SZABO et al. (2008) beschreiben bei experimentell mit S. Typhimurium hohe Sensitivitaten
eines auf Vollzelllysat-Antigen basierenden Testsystems, der die Antikbrperantwort nach den
drei wichtigsten Immunglobulinklassen IgG, IgM und IgA analysiert, wobei die hohe
Sensitivitat hauptsachlich in der frihen Detektierbarkeit des Isotyps IgM begriindet lag.

2.1.4 Pathogenese, Klinik und Epidemiologie von Salmonella beim Schwein

Als Reservoir der Salmonellen gelten Saugetiere, Menschen, Insekten, Nager, Vdégel,
Reptilien sowie kontaminiertes Futter und Trankwasser (CLARKE und GYLES, 1993; BOHM,
1993; TSCHAPE und KUHN, 1995; MEERBURG et al., 2006). Auch die unbelebte Umwelt
spielt eine Rolle als Vektor fir die Ubertragung der Schweine-Salmonellose, wie
Oberflachengewasser und das Erdreich (WINFIELD und GROISMAN, 2003).

Fir das Schwein sind grundsatzlich zwei Aspekte der Salmonelleninfektion zu
unterscheiden. Zum einen ein fleischhygienischer Aspekt, der durch klinisch gesunde
Ausscheider im Laufe des Schlachtprozesses entsteht und zum anderen ein klinischer, durch
akut erkrankte Schweine. An Ersterem ist eine groBe Vielfalt an Serotypen beteiligt. Klinische
Erkrankungen beim Schwein werden hingegen durch die zwei schweineadaptierten
Serotypen Salmonella Choleraesuis und S. Typhisuis sowie durch Salmonella Typhimurium
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hervorgerufen, wobei diese Erkrankungen - im engeren Sinne Salmonellosen - sehr selten
sind (WALDMANN und PLONAIT, 2004).

Eine Salmonellen-Infektion entwickelt sich meist in drei Phasen: als erstes findet die
Kolonisation des Erregers im Darm statt, darauf folgt die Adhasion und die Invasion der
Enterozyten, und letztendlich die Verbreitung in die Lymphknoten und Organe (BERENDS et
al., 1996).

Die Erkrankung &uBert sich in perakuten, akuten und chronischen Verlaufsformen.
Symptome sind neben Fieber und Zyanose von Riisselscheibe, Ohren und Bauchdecke,
pneumonische oder enteritische Symptome. Eine Septikdmie ist ebenfalls mdglich
(SELBITZ, 2002; WALDMANN und PLONAIT, 2004).

Bei einer Infektionsdosis von 10° Keimen/Tier mit S. Typhimurium beschreiben
KAMPELMACHER et al. (1969) bei 8 Wochen alten Ferkeln eine meist klinisch inapparent
verlaufende Infektion. Dieselbe Infektionsdosis mit einem S. Typhimurium DT104 Stamm
verursachte bei vier Wochen alten Absetzferkeln leichte klinische Verldufe bei 70% der
Versuchstieren (SCHERER et al., 2008). Eine Infektionsdosis von 10° Keimen/Tier
verursacht einen relativ leichten klinischen Verlauf und gute Wiederfindungsraten der Erreger
im Kot (BAUM und HARRIS, 1999). Bei mit S. Typhimurium infizierten 5 Wochen alten
Absetzferkeln bewirkte eine Infektionsdosis von 10 Keimen/Tier wiederholte
Durchfallperioden und eine Salmonellenausscheidung Uber insgesamt 120 Tage (WILCOCK
und OLANDER, 1978). MARG et al. (2001) beschreiben bei experimentell induzierter
Salmonellose mit dem multiresistenten S. Typhimurium DT104 Stamm ebenfalls milde
klinische Symptome. Weitere experimentelle Infektionen mit S. Typhimurium DT104
erzeugten bei sechs Wochen alten Absetzferkeln bei einer Infektionsdosis von 10°
Keimen/Tier milde klinische Symptome, bei einer guten Wiederauffindbarkeit der Keime
(BRUMME, 2006).

Die Ubertragung von Salmonellen erfolgt meistens (iber den fakal-oralen Weg (FEDORKA-
CRAY et al., 2000). Mehrere Studien mit experimentell infizierten Tieren berichten lber hohe
Ausscheidungsraten im Kot, insbesondere in der akuten Phase der Infektion. SCHERER et
al. (2008) konnten eine Salmonellenkonzentration von 10° KbE, GUTZMANN et. al. (1976)
von 107 KBE pro Gramm Kot in den ersten Tagen der Infektion nachweisen.

Uber eine aerogene Salmonelleninfektion bei Gefliigel und M&usen wurde bereits in den
sechziger Jahren berichtet (CLEMMER et al., 1960; DARLOW et al.,, 1961). Obwohl die
Maoglichkeit eines aerogenen Infektionsweges der Salmonelleninfektion beim Schwein
allgemein akzeptiert war (WATHS et al., 1988), wurden die ersten Beweise erst kirzlich
geliefert. OLIVEIRA et al. (2006) berichten Uber experimentelle Infektionen mit Absetzferkeln,
bei denen eine aerogene Infektion mit S. Typhimurium bestatigt werden konnte. Auch
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FEDORKA-CRAY et al. (2000) weisen auf eine nicht unerhebliche Rolle der Tonsillen und
der Lunge bei der Invasion und Verbreitung von Salmonellen im Schwein hin.

Im Gegensatz zu der Vielzahl der Salmonella-Pathogenitatsstudien bei Mausen sind
vergleichbare Studien mit Schweinen selten (FEDORKA-CRAY et al., 2000). Grundséatzlich
sind alle Salmonella-1solate als pathogen einzustufen, sowohl fiir den Menschen als auch fiir
Tiere, wobei der Grad der Pathogenitdt von verschiedenen Faktoren abhangt (SELBITZ et
al.,, 1992). So wird die Pathogenitat der Salmonellen u.a. bestimmt durch ein breites
Spektrum von virulenzassoziierten Proteinen, die zellbiologische Stérungen, Modifikationen
und Blockaden verursachen kdnnen. Diese auBern sich u.a. in cholera-ahnlichen Durchféllen
mit Wasser- und Elektrolytverlust sowie entziindlichen Prozessen. Ferner kénnen
Salmonellen auch im retikuloendothelialen System persistieren und in Gewebe oder
verschiedene Organe eindringen, was typhusartige Krankheitsbilder verursachen kann.

Da Salmonellen in der Lage sind, in den Phagozyten und Leukozyten zu Uberleben und sich
zu vermehren, ist die Mdglichkeit einer Translokation in das darmassoziierte lymphatische
Gewebe gegeben (REED et al., 1986; WELLS, 1990). Die Translokation von pathogenen
Keimen aus dem Darm in andere Organe ist von der Fahigkeit des Immunsystems abhangig,
pathogene Erreger zu kontrollieren (SHU et al., 2000).

BAUMLER et al. (2000) beschreiben die Fahigkeit von Salmonellen zum Eindringen und
Vermehren in das darmassoziierte Lymphgewebe (Gut Associated Lymphoid Tissue=GALT)
als eines der wichtigsten Virulenzmerkmale. Das Eindringen von Salmonellen in den Wirt ist
deshalb am haufigsten im lleum lokalisiert und beginnt mit der Adhasion an das Darmepithel,
Uber die Payerschen Plaques. Die Fahigkeit der Salmonellen zur Invasion ist genetisch in
der Salmonella Pathogenicity Island 1 (SPI1) in Uber 30 Genen kodiert (DARWIN und
MILLER, 1999). Nach der Penetration l6sen Salmonellen entziindliche Reaktionen aus
(CLARK und GYLES, 1993) und werden von Makrophagen aufgenommen, wobei die
Uberlebensfahigkeit in  den Makrophagen hauptsachlich durch die Salmonella-
Pathogenitatsinsel 2 (SPI2) kodiert ist (HEESEMANN und HENSEL, 2000).

Salmonellen kénnen im weiteren Verlauf der Infektion das Darmgewebe (GALT) verlassen
und durch efferente lymphatische Gange und den Ductus thoracicus in die Vena cava
gelangen und eine systemische Erkrankung verursachen (BAUMLER et al., 2000).

Obwohl S. Choleraesuis noch vor einigen Jahren das vorherrschende Serovar beim Schwein
in Westeuropa war (LAVAL et al., 1992; BAGGESEN und CHRISTENSEN, 1997; HELMUTH
et al., 1997), wird es seit langerer Zeit nicht mehr so haufig nachgewiesen. Dem Nationalen
Referenzlabor fiir Salmonellen zufolge wurde in Deutschland in den Jahren 1998 bis 2006 S.
Choleraesuis in acht Fallen und in 2007 garnicht nachgewiesen (Dorn, 2008). Das Serovar
Salmonella Typhisuis spielt nur eine sehr untergeordnete praktische Rolle, wohingegen
Salmonella Derby nach Salmonella Typhimurium das im Jahr 1999 im Nationalen

17



Referenzlabor fiir Salmonellen aus Proben von Schweinen am zweithaufigsten isolierte
Serovar war (DORN et al., 2002). Sowohl das Serovar Derby als auch andere Serovare wie
z.B. S. Heidelberg, wurden erstmals im Zusammenhang mit Lebensmittelinfektionen
beschrieben.

Das derzeitige Infektionsgeschehen beim Schwein wird in Deutschland und vielen anderen
Landern von nicht adaptierten Salmonellenserovaren bestimmt, unter denen Salmonella
Typhimurium die gréBte Rolle spielt.

Es treten sowohl Stdmme des Volltyps als auch der Minusvariante Copenhagen auf, denen
das O-Antigen 5 fehlt. Besondere Bedeutung besitzt zur Zeit der Lysotyp DT104, der
urspringlich beim Rind vorkam und sich seit etwa 1994 auch auf das Schwein ausgebreitet
hat. Bereits 1996 gehérten 30,8% aller in Deutschland typisierten Typhimurium-Isolate beim
Schwein zu diesem Typ (RABSCH et al.,, 1998). Das bedeutsamste Merkmal ist die
Resistenz gegen 5 wichtige Chemotherapeutika (Ampicillin, Chloramphenicol, Streptomycin,
Sulfonamide, Tetracycline). 55,68% aller im Nationalen Veterindrmedizinischen
Referenzlabor fiir Salmonellen im Jahr 2007 isolierten porcinen Stdmme gehdrten zum
Serovar Typhimurium, 55,55% davon waren dem Lysotyp DT104 zuzuordnen (MALORNY,
2008).

Neben Salmonella Typhimurium kommen aber auch viele andere nicht wirtsadaptierte
Serovare beim Schwein vor, z.B. Enteritidis, Agona, Infantis, wobei das Serovar Enteritidis

beim Schwein langst nicht soviel Bedeutung hat wie beim Gefllgel.

Fir die Infektion mit wirtsadaptierten Salmonellen sind infizierte Tiere der gleichen Art die
wichtigsten Infektionsquellen. Fir das derzeitige Salmonellengeschehen in Europa beim
Schwein sind aber die nicht adaptierten Salmonellen bestimmend, in erster Linie
Typhimurium. Auch sie kénnen natlrlich Uber infizierte Tiere wie Jungsauen oder Mastlaufer
in einen bisher Salmonellen-freien Bestand eingeschleppt werden. Weitere Infektionsquellen
sind aber vor allem das Futter, Nagetiere, Wildvdgel, die kontaminierte Umgebung
(Stallanlagen, Geréate, Transportfahrzeuge), Wasser, andere Tierarten mit Kontakt zum
Schweinebestand, aber auch der Mensch. Die Infektion mit S. Typhimurium und anderen
nicht adaptierten Salmonellen kann durchaus zu klinischen Erkrankungen fihren. Sie treten
vor allem nach dem Absetzen auf und auBern sich als fieberhafte Durchfallerkrankungen, die
Uber 3 bis 7 Tage andauern (WALDMANN und PLONAIT, 2004).

Sehr viel haufiger und fir die Zoonosenproblematik bedeutsamer sind die latenten
Infektionen, bei denen es zwar zu einer Besiedlung des Schweineorganismus mit den
Salmonellen kommt, diese Infektion aber nicht zur deutlich sichtbaren Erkrankung des Tieres
fuhrt. Die betroffenen Tiere erscheinen véllig gesund und auch die Fleischuntersuchung nach

der Schlachtung fihrt nicht zu auffalligen Befunden. Diese Schweine werden also, wenn
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keine zusétzlichen Untersuchung mit geeigneten Labormethoden erfolgt, als gesunde Tiere
gehandelt, in andere Besténde eingestellt bzw. zur Lebensmittelgewinnung genutzt. Die
Fahigkeit der Salmonellen zur Auslésung einer latenten Infektion und Erregerpersistenz ist
ein wesentliches epidemiologisches Merkmal.

Nach einer Erhebung der Untersuchung von Proben aus den Bundeslédndern war im Jahr
2005 mit 5,56% eine vergleichbare Salmonellenbelastung gegeniiber dem Vorjahr (2004:
5,60%) und ein Anstieg bei Einzeltieren auf 3,55% (2004: 3,12%) festzustellen (HARTUNG,
2006). Diese Daten basieren auf 20.000 bakteriologischen Untersuchungen in reprasentativ
ausgewahlten Schweineherden. Uber 70% der isolierten Salmonellen gehérten zum Serovar
S. Typhimurium, wie im Vorjahr. S. Enteritidis wurde bei Schweinen nur in wenigen Fallen
nachgewiesen. Die Salmonella-Rate von Zuchtschweinen in Einzeltieruntersuchungen hat
sich mehr als verdreifacht auf 7,85% (2004: 2,15%), wobei die Zahl der Untersuchungen auf
mehr als das Doppelte des Vorjahres stieg. Bei Herdenuntersuchungen wurden zehnmal so
viele Zuchtherden untersucht wie im Vorjahr. Dabei wurden in nur 2,31% der Falle
Salmonellen nachgewiesen. Das Verhdltnis von S. Typhimurium zu den anderen
Salmonellen ist bei allen Schweineuntersuchungen weitgehend &hnlich. S. Enteritidis wurde
bei Zuchtschweinen 2005 nicht isoliert.

Die Zahl der Mitteilungen Uber immunologische Untersuchungen von Einzeltieren bei
Schweinen hat gegentiiber dem Vorjahr um 50% zugenommen. Uber Herdenuntersuchungen
haben ein Bundesland und Uber Einzeltieruntersuchungen vier Bundeslander Ergebnisse
mitgeteilt. Bei den Herdenuntersuchungen wurden in 67% der Félle positive Nachweise
geftihrt. Bei den Einzeltieruntersuchungen sind die Nachweisraten von Salmonella-
Antikdrpern auf 14% positive Proben (in 2004 8%) weiter angestiegen. In wieweit diese

Ergebnisse fiir Deutschland insgesamt representativ sind, bleibt allerdings offen.

2.1.5 Salmonellose des Menschen

Die Salmonellose des Menschen gehért zu den bedeutendsten Erkrankungen des
Gastrointestinaltraktes, die am haufigsten durch Lebensmittel ibertragen werden (TSCHAPE
und BOCKEMUHL, 2002), weshalb die Salmonellose eine laut Infektionsschutzgesetz
meldepflichtige Krankheit ist (ANONYMUS, 2002).

Nach wie vor ist S. Enteritidis die haufigste Ursache (70%) bei menschlichen Erkrankungen
in Deutschland, gefolgt von S. Typhimurium (24%). Nachdem in den letzten Jahren die
Erkrankungen durch S. Typhimurium kontinuierlich zunahmen, ist in 2006 der relative Anteil
etwas zurlickgegangen und der von S. Enteritidis hingegen angestiegen (HARTUNG, 2007).

Der Hoéhepunkt der Salmonelleninfektionen in Deutschland liegt anderthalb Jahrzehnte
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zuriick, so wurden in 1992 195.400 Erkrankungsfallen gemeldet (KUHN, 1995). In den
Folgejahren sank die Zahl der Erkrankungsfélle kontinuierlich, im Jahr 2006 jedoch stiegen
dem RKI zufolge die gemeldeten Salmonelleninfektionen des Menschen gegeniber dem
Vorjahr um 0,6% auf 52.575 Erkrankungen leicht an (HARTUNG, 2007). Es ist jedoch
anzunehmen, dass aufgrund eines meist kurzzeitigen Kranheitsverlaufes ohne Arztbesuch
und der haufig fehlenden bakteriologischen Untersuchung nur 10 bis 20% der Falle gemeldet
werden (ANONYMUS, 2000).

Der Durchfall ist das typische Krankheitsbild einer Salmonellose beim Menschen. Nach einer
Inkubationszeit von 5 bis 72 Stunden kdnnen in der akuten Phase der Infektion andere
Symptome, wie Fieber, Bauchschmerzen, Ubelkeit und Erbrechen auftreten (ALPERS und
JANSEN, 2004). Systemische Salmonellosen kénnen schwerwiegende Komplikationen
(Perikarditis, neurologische Erkrankungen, Osteomyelitis, Nierenversagen) verursachen und
selten (2%) auch tédlich verlaufen (BAIRD-PARKER, 1994; MANSFIELD und FORSYTHE,
2000). Die Erkrankung dauert meist einigen Stunden bis Tage. Salmonellosen treten am
haufigsten in den warmen Monaten des Jahres auf (GERICKE et al., 1999) und hangen stark
mit dem Alter und Immunstatus der Patienten zusammen. Die typische Risikogruppe fir eine
Infektion mit pathogenen Keimen inklusive Salmonellen sind Kinder unter zehn und
Erwachsene (ber sechzig Jahre, des Weiteren Schwangere und immunsupprimierte
Personen (MOSSEL und STRUIJK, 1993).

Die Quelle der meisten durch Lebensmittel verursachten Salmonellosen sind
Schweinefleisch, Eier und Gefllgelfleisch, insbesondere deren rohe und ungeniigend
erhitzte Zubereitungen (RASCH und SCHRADER, 1998). Deutschland ist eine der
Mitgliedstaten der EU mit dem hdchsten Pro-Kopf-Verzehr an Schweinefleisch
(ANONYMUS, 2006a). Laut STEINBACH und HARTUNG (1999) werden ca. 20% der
menschlichen Salmonellosen durch infiziertes Schweinefleisch bzw. deren Produkte
verursacht. Als Erreger der durch Schweinefleisch verursachten Salmonellosen wurde in der
Europaischen Union in den meisten Fallen S. Typhimurium identifiziert (ANONYMUS,
2006a).

Die direkte Ubertragung von Salmonellen von Mensch zu Mensch und durch Tiere die

Salmonellen ausscheiden ist sehr selten. Eine Ausnahme kann jedoch der enge Kontakt mit
Heimtieren darstellen (BLAHA, 1992; KRAUSS et al., 1997; ANONYMUS, 2002).
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2.1.6 Schwein als Tiermodell — Challenge-Versuche mit Salmonellen

Das Schwein dient seit Jahrzehnten als Tiermodel zur Klarung verschiedener
wissenschaftlicher Fragestellungen sowohl in der biomedizinischen als auch in der
angewandten Forschung. Einerseits findet das Schwein in zunehmender Masse als
Versuchsstier in der Humanmedizin Verwendung, um mdglichst gut bestimmte Ablaufe im
menschlichen Organismus simulieren zu kdénnen. So werden Schweine als Modell fiir die
Untersuchung bestimmter humaner Erkrankungen, physiologischer Vorgange und
pathophysiologischer Zusammenhange eingesetzt. Schweine dienten als Tiermodell zur
Untersuchung kardiovaskularer Stérungen beim Menschen und Reanimationsforschung
(ALMOND et al., 1996).

Andererseits sind Schweine als landwirtschaftliche Nutztiere und im Rahmen der
Lebensmittelsicherheit und des gesundheitlichen Verbraucherschutzes von groBer
Bedeutung. Fitterungs- und Infektionsversuche sollen klaren, wie die Qualitat des Fleisches
verbessert und wie die Ubertragung von pathogenen Erregern durch Schweinefleisch und
Schweinefleischprodukte auf den Verbraucher verringert werden kann. Weiterhin sind
Fragen zum allgemeinen und speziesbezogenen Infektionsgeschen durch pathogene
Erreger zu einem zentralen Forschungsthema geworden. Diesbezlglich sind in den letzten
Jahrzehnten zahlreiche Challenge-Versuche mit Salmonellen am Tiermodell Schwein
durchgefuhrt worden. Eine Zusammenfassung relevanter Studien wird in Tabelle 2

dargestellt.
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Tabelle 2: Darstellung verschiedener Challenge-Studien mit Salmonellen am Tiermodell Schwein

Salmonella-Serovar

Infektionsweg

Referenz

Thematik der Studie

Effekte von Furasolidon

S. Choleraesuis oral OLSON et al. (1977) und Karbadox
Erhohte Anfalligkeit fur
S. Choleraesuis Intraperitoneal LASSEN et al. (1980) Salmonellen bei
Bleiexposition
S. Typhisuis oral FENWICK et al. (1987) EinfluB von Antibiotika
S. Typhimurium oral WOQOD et al. (1989) Gewebsmanifestation
i.v.

S. Typhimurium

lipopolysaccharid
Antigene von S.

CORT und KINDAHL
(1990)

Endotoxin-Effekt im
frihen Stadium der

Typhimurium Trachtigkeit
S. Newport oral WOQOD et al. (1991) gussche|dgng, .
rganmanifestation
S. Typhimurium oral NIELSEN et al. (1995) Immunantwort mittels

S. Infantis

ELISA

S. Typhimurium

intranasal bei
oesophagostomisie
rten Schweinen

FEDORKA-CRAY et al.
(1995)

Infektionswege

S. Typhimurium

oral

FEDORKA-CRAY et al.
(1995)

Ubertragung von
Salmonellen durch Kot

S. Chlerasuis

oral, intranasal

GRAY et al. (1995)

Infektionswege

Pathogenitéatsstudie in

S. Typhimurium LT2 oral DLABAC et al. (1997) SPS-Ferkeln
. . FEDORKA-CRAY et al. Mucosale Immunitét im
S. Choleraesuis intranasal (1999) Caecum
N Prophylaxe mittels
S. Typhimurium : .
S, Choleraesuis oral GENOVESE et al. (1999) Lymphoklnen in .
experimenteller Infektion
Effekt von Antibiotka auf
L EBNER und MATTHEW die Salmonellen-
S. Typhimurium oral (2000) ausscheidung beim
Ferkel
S. Typhi oral METCALF et al. (2000) Infektionsdynamik
S. Dublin
S. Choleraesuis oral STEINBACH et al. (2000)  Wirtspezifitat
S. Gallinarum/Pullorum
S. Choleraesuis oral ANDERSON et al. (2000)  Ausscheidungsverhalten
S. Typhimurium DT104 oral MARG et al. (2001) EinfluB von Transport
S. Typhimurium oral HURD et al. (2001) Ubertragung mittels

kontaminierter Umwelt
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Salmonelia-Serovar  Infektionsweg Referenz Thematik der Studie

Effekt von
verschiedenen
Pflanzenarten auf S.
Infektion

S. Typhimurium oral TURNER (2002)

Apathogener S. Infantis

S. Typhimurium F98 -, FOSTER et al. (2003) Stamm schitzt vor

S. Infantis klinischen Infektionen
.Kompetitive Ausschluss

S. Choleraesuis oral GENOVESE et al. (2003)  Kultur“ gegen
Salmonellen

S. Typhimurium oral STEINBACH et al. (2003)  Humorale Immunantwort

S. Typhimurium oral COTE et al. (2004) Gewebsmanifestation

S. Typhimurium DT104 oral DELSOL et al. (2004) Effekt von Enrofloxacin

Effekt der physikalischen
S. Typhimurium DT12  oral MIKKELSEN et al. (2004)  Eigenschaften des
Futters bei S. Infektionen

Diatetischer Effekt von
Mannanoligosacchariden

S. Typhimurium oral BURKEY et al. (2004) und Chioraten vor und
nach Challenge
Enfluss von
Virulenzfaktoren auf
S. Typhimurium oral BRUMME et al. (2006) Klinik,
Gewebsmanifestation
und Immunantwort
Sozialer Stress
S. Typhimurium oral CALLAWAY et al. (2006) verursacht erhfhte
Kotausscheidung
S. Typhimurium oral JENSEN et al. (2006) Infektionsdynamik
N in vitro . .
S. Typhimurium DT104 Darmabschnitte NIEWOLD et al. (2006) Intestinale Immunitat
S. Typhimurium aerogen OLIVIERA et al. (2008)  Aerogene Infektion
S. Agona
— Chemokie und Zytokin-
S. Typhimurium oral SKJOLAAS et al. (2006)  Expression beim

S. Choleraesuis Schwein

Interaktionen zwischen
S. Typhimurium oral STEENHARD et al. (2006) Salmonellen und
intestinalen Parasiten

Einfluss von Probiotika

S. Typhimurium oral CASEY et al. (2007) auf Infektion

5. Typhimuriam ntranasal BEARSON et al. (2007) Erl]n\fll\ylﬁ auf die Motalitat
— Effekt auf Wachstum,

S. Typhimurium oral FRASER et al. (2007) ILGF1, TNFa in

S. Choleraesuis Absetzferkeln
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Salmonella-Serovar  Infektionsweg Referenz Thematik der Studie

Langzeitstudie tber
Infektionsdynamik,

S. Typhimurium DT104 oral SCHERER et al. (2008) Ausscheidung,
Gewebsmanifestation,
Transport

S. Typhimurium DT104  oral SZABO et al. (2008) Langzeitstudie Giber

Immunantwort

2.1.7 Aspekte zur Tiergesundheit und Lebensmittelsicherheit

2.1.7.1 Bestandshygiene

Da das Uberleben von Salmonellen nicht wirtsgebunden ist, bezeichnen BERENDS et al.
(1996) die Salmonelleninfektion vor allem als ein Hygieneproblem. Die entscheidende Rolle
des Hygienemanagements in einem Betrieb ist allgemein bekannt und haufig beschrieben
(BERENDS et al., 1996; FUNK et al., 2001; BELOEIL et al., 2004; LO FO WONG et al.,
2004).

STARK et al. (2002) beschreiben in ihren Artikel unterschiedliche Meinungen von dreiBig
Experten aus elf Landern zum Thema Infektionsstatus von Salmonellen in
Schweinebestianden, der Ubertragung von Salmonellen wihrend des Transports und im
Wartestall vor der Schlachtung. Alle Experten waren einhellig der Meinung, dass eine
umfassende Betriebshygiene inklusive des Rein-Raus-Prinzips eine wichtige Komponente
fir die Uberwachung der Salmonellen darstellt. Die Gewichtung der einzelnen Komponenten
fiel jedoch unterschiedlich aus. Danische Experten sahen die Rolle der Futtermittelhygiene
an erster Stelle, wobei amerikanische Kollegen die HygienemaBnahmen zur Vermeidung der
Kontaminationen durch Nagertiere und Menschen in den Vordergrund stellten. Die Experten
aus den USA vertraten auBerdem die Meinung, dass die Ausscheidung von Salmonellen
durch latent infizierte Schweine und die dadurch entstehende Infektion von gesunden Tieren

vermehrt wahrend des Transports und im Wartestall vor der Schlachtung geschieht.

In Deutschland existiert ein Leitfaden zur Reduzierung des Eintrags von Salmonellen in der
Schweineproduktion (Schweinezucht, Schweinemast). In der Anlage 1 dieses Leitfadens ist
ein MaBnahmenkatalog zur Erkennung und Beseitigung der Eintragsquellen fiir Salmonellen
in schweinehaltenden Betrieben dargestellt (ANONYMUS, 1998). Nach dem QS-Leitfaden

werden MaBnahmen fiir das Salmonellenmonitoring im Bestand und zur Reduzierung des
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Eintrages von Salmonellen in die Lebensmittelkette zum Zeitpunkt der Schlachtung
festgelegt (ANONYMUS, 2007b).

Folgende MaBnahmen zur schrittweisen Reduzierung der Salmonellenbelastung im Bestand
sind laut QS-Leitfaden festgelegt:

— Intensivierung der allgemeinen Sauberkeit und Hygiene, dieses betrifft insbesondere
solche Betriebsbereiche, die nicht routineméaBigen gereinigt und desinfiziert werden
(Zu- und Abluftschachte, Kabelschachte, Staubablagerungen, Zwischenrdume von
Spaltenbdden, Waagen etc.).

— Benutzung stallspezifischer Schutzkleidung, Reinigung und Desinfektion der Stiefel
und Geratschaften zur Minimierung der Verschleppung von Salmonellen von einer
Tiergruppe zur anderen.

— Intensivierung der Schadnagerbekdmpfung, Beseitigung der Flucht-, Versteck- und
Nistmdglichkeiten flir Schadnager (tote Ecken, Abfall etc.).

— Aufbau eines strategischen, permanenten Schadnagerbekdmpfungsprogramms
einschlieBlich Erfolgskontrollen, konsequentes Fernhalten jeglicher Haustiere aus
dem Stall- und Futterbereich.

— Vermeidung des Eindringens von Wildtieren, insbesondere von Végeln.

- Zusétzliche MaBnahmen, wie: Ansduern des Futters mit gekapselten S&uren;
eventuell nur Saurezusatz, Laktuloseeinsatz; Anderung der Futterzusammen-
setzung; Anderung der Futterart von mehlférmigem zu strukturiertem Futter; Trink-

wasserdesinfektion; Impfung im Herkunftsbetrieb; Herkunftswechsel.

Die Desinfektion sollte mit hochwirksamen Mitteln wie z.B Formalin und Peressigsaure
durchgefuhrt werden. Die Gewahrleistung einer effektiven Reinigung und Desinfektion ist von
groBer Bedeutung. Demnach sollte der Stall Uber eine langere Zeit (ca. 4 Wochen) leer
stehen bevor er neu belegt wird (DAHL et al., 1997). DAVIES et al. (1997) sehen jedoch
keinen Vorteil der Rein-Raus-Belegung gegenlber der konventionellen einstufigen
Produktion.

Ein weiterer wichtiger Aspekt der Salmonellenreduzierung in Schweinebetrieben ist die
Futterhygiene. Die Kontamination des Futters mit Salmonellen erfolgt meistens durch mit
Salmonellen infizierte Insekten, Schadnager und Végel. Dementsprechend kann die
Kontamination wahrend der Gewinnung, Bearbeitung, Lagerung und des Transportes des
Futters stattfinden (DAVIES et al., 2004; OSTERBERG et al., 2006). Die Serovaren S.
Typhimurium und S. Enteritidis spielen unter den durch Futter Ubertragenen Salmonellen
eine eher geringe Rolle (BISPING, 1993; DORN et al., 2004). Bei der Reduktion und
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Eliminierung von Salmonellen in Futtermitteln kénnen mehrere Faktoren eine Rolle spielen.
Die Warmebehandlung des Futters wird dabei haufig praktiziert. DOYLE und MAZZOTTA
(2000) beschreiben eine nahezu vollstandige Elimination von Keimen durch eine Behandlung
des Futters mit heiBem Dampf und darauffolgender HeiBhaltung bei 90°C. Ebenfalls effektiv
und dabei auch schonend ist die Behandlung des Futters mit organischen Sauren (z.B.
Propionsaure). Aufgrund des herabgesetzten pH-Wertes kommt es zur Reduktion von
Salmonellen, zudem dienen die Sauren als Energietrager (AL TARAZI und ALSHAWABKEH,
2003; MATLHO et al., 1997). Die allgemeinen Ausfihrungen Uber die Futtermittelhygiene in
Deutschland sind in dem Lebensmittel- und Futtermittelgesetzbuch (ANONYMUS, 2006b)
beschrieben.

Die strengen Reinigungs- und DesinfektionsmaBnahmen sowie das Futtermanagement
kénnen zu einer Reduktion jedoch nicht zu einer vollstédndigen Eliminierung von Salmonellen
aus kommerziellen Schweinebestéanden filhren (ERDMANN et al., 2005).

Um groBe wirtschaftliche Verluste zu vermeiden und um die Symptome zu lindern, ist der
Einsatz von Antibiotika ausschlieBlich im Falle einer klinischen Erkrankung angezeigt. Aus
veterindrmedizinischer Sicht sind prophylaktische MaBnahmen, sowie Vakzinierungen sehr
wichtig. Seit 2002 ist in Deutschland zur Bekdmpfung der S. Typhimurium-Infektion des
Schweines ein attenuierter Lebendimpfstoff (Salmoporc®; Impfstoffwerke Dessau-Tornau

GmbH, Rosslau) zugelassen.

Verschiedene  Stressfaktoren  (Transport, sozialer = Stress nach  Umsetzen,
Bestandvermischung) kénnen zu einer verstarkten Ausscheidung von Salmonellen und
sogar zu klinischen Symptomen fiihren. Mehrere Studien berichten, dass Transportstress bei
Schweinen mit einer subklinischen Salmonelleninfektion zu vermehrter Keimausscheidung
fihrt (ISAACSON et al., 1999; FEHLHABER und ALTER, 1999; MARG et al., 2001). Diese
Tiere kdénnen wahrend des Transportes aber vor allem in den Wartestéllen eines
Schlachthofes andere Tiere aus Salmonellen-freien Bestanden infizieren, was Uberwiegend
Uber den fakal-oralen Infektionsweg erfolgt. Studien zeigen, dass Salmonellen-freie
Schweine bereits nach wenigen Stunden Aufenthalt in einer kontaminierten Umwelt infiziert
werden kénnen. Eine Kolonisation von verschiedenen Organen kann binnen 3-4 Stunden
nach der Aufnahme des Erregers erfolgen (FEDORKA-CRAY et al.,, 1995; HURD et al.,
2001).

Die Reinigung und Desinfektion von Transportfahrzeugen und Wartestellen in den
Schlachthéfen ist eine grundlegende MaBnahme zur Unterdriickung der Verbreitung von
Salmonellen und somit zur Verringerung des Eintrages in die Lebensmittelkette. BOES et al.
(2001) weisen darauf hin, dass Salmonella-positive Bestande grundsatzlich von Salmonella-
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negativen Bestanden getrennt werden sollen, sowohl wahrend des Transports als auch in
den Wartestellen vor der Schlachtung. Die Reinigung und Desinfektion von Wartestellen
kann jedoch kein Effekt auf die Préavalenz von Salmonellen bei bereits Salmonella-positiven
Schweinen erzielen (SCHMIDT et al., 2004).

Im Marz 2007 wurde die Verordnung zur Verminderung der Salmonellenverbreitung durch
Schlachtschweine (Schweine-Salmonellen-Verordnung) erlassen (ANONYMUS, 2007c).
Grundlage der Verordnung ist die regelméaBige serologische Untersuchung der
Endmastbetriebe. Schweinehalter, die Uber mehr als 50 Mastplatze verfliigen und
Schlachtschweine erzeugen, sind verpflichtet, diese innerhalb von 14 Tagen vor oder bei der
Schlachtung auf Antikérper gegen Salmonellen untersuchen zu lassen. Die Beprobung ist
gleichmaBig pro Betrieb und Jahr zu verteilen. Die vorgeschriebenen Pflichtproben werden je
nach Menge der zur Schlachtung abgegebenen Schweine pro Betrieb und Jahr kalkuliert.
Die Betriebe werden aufgrund ihrer Salmonellen Pravalenz in die Pravalenzkategorien | bis
Il eingeteilt. Flr einen niedrigen Betriebsstatus (Kategorie |) dirfen positive Befunde 20%
nicht Uberschreiten. Fir einen mittleren Status (Kategorie Il) sind maximal 40% positive
Befunde zuldssig und bei einem hohem Betriebsstatus (Kategorie 1ll) sind mehr als 40%
positive Befunde festgestellt worden. Bei diesem Status sind die Ursachen des
Salmonelleneintrages in  den Bestand festzustellen, sowie Reinigung- und
DesinfektionsmaBnahmen durchzufilhren. Die regelméBige Uberwachung des Bestandes
dient der Schatzung der Salmonellenpravalenz und der Friherkennung des
Salmonelleneintrages in einen Schweinebestand und bildet die Grundlage von
BekampfungsmaBnahmen. Sie schafft somit die Voraussetzung, die Weiterverbreitung von
Salmonellen innerhalb der Erzeugerketten und den Eintrag von Salmonellen in die
Lebensmittelkette zu reduzieren Eine effektive Salmonellenbekdmpfung ist nur durch
abgestimmte  BekdmpfungsmaBnahmen zwischen allen  Produktionsstufen einer
Erzeugerkette (ANONYMUS, 2006a) gewahrleistet.
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2.1.7.2 Schlachtung und Weiterverarbeitung

Der enge Zusammenhang zwischen Salmonella-positiven Schweinen und der Kontamination
von Schlachtkérpern wird in mehreren Studien beschrieben (MORGAN, et al., 1987; BORCH
et al., 1996; BERENDS et al., 1997; BOTTELDOORN et al., 2004).

HALD et al. (2003) beschreiben die Ergebnisse einer Studie, in der das Vorkommen von
Salmonellen und die Risikofaktoren einer Kontamination von Schlachtkérpern in zwolf
Schlachthéfen von flnf europaischen Landern untersucht wurde. Es wurden 5,3% von 3.485
Schlachtkérpern und 13,8% von 3.573 untersuchten Umweltproben als Salmonella-positiv
getestet, wobei letztere vor allem aufgrund des kontaminierten Brihwassers. So empfiehlt
sich zur Reduktion der Schlachtkérperkontamination eine ausreichend hohe Temperatur des

Briihwassers und die sachgerechte Reinigung und Desinfektion der Instrumente.

Die prinzipiellen MaBnahmen zur Reduzierung der Kreuzkontamination mit Salmonellen
wéahrend des Schlachtprozesses laut QS-Leitfaden sind:

— Getrennte Schlachtung von Schweinen aus Kategorie Ill Bestanden (am Ende des
Schlachttages, an bestimmten Schlachttagen) mit anschlieBender Reinigung und
Desinfektion.

—  Uberpriifung der Niichternanlieferung.

— RegelmaBige Uberpriifung der Hygiene bei Eviszeration (z.B. Einfligen des Rektums
in Plastiktite zu Beginn der Eviszeration).

— RegelmaBige Uberpriifung der Hygiene der Darmschalen.

— RegelmaBige Uberpriifung der Hygiene der Polierer/Peitschenmaschinen.

— Getrennte Untersuchung des Kopf- und Rachenbereiches sowie des Restes des
Schlachtkérpers.

— ,Putzen® des Schlachtkérpers durch verschiedene Personen flr definierte
Teilbereiche.

RegelmaBige Uberpriifung der Laufwege der Mitarbeiter (Verschleppungen).

Die Verordnung (EG) Nr. 2073/2005 (ber mikrobiologische Kriterien listet
Lebensmittelsicherheitskriterien, Prozesshygienekriterien und Art der Probenahme sowie die
Probenhaufigkeit fir Schlachthéfe und Hackfleisch auf. So gilt zum Beispiel als
Lebensmittelsicherheitskriterium flir die Lebensmittelkategorie ,Hackfleisch/Faschiertes,
Fleischzubereitungen und Fleischerzeugnisse — in Verkehr gebracht, wahrend der
Haltbarkeitsdauer — “ eine Nulltoleranz fiir Salmonellen.

Das HACCP-Konzept (Hazard Analysis and Critical Control Point) soll die Sicherheit von

Lebensmitteln auf jeder Stufe eines Lebensmittelherstellungsprozesses gewahrleisten
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(BLACKBURN, 1993; BYRNE, 1996). Das Hygienepaket der EU schreibt vor, dass nur noch
Lebensmittel, die die HACCP-Richtlinien erfillen, innergemeinschaftlich gehandelt und aus
Drittlandern eingeflhrt werden dirfen (ANONYMUS, 2004). Des Weiteren sind noch im
Rahmen der ,Guten Hygienepraxis® entsprechende PraventivmaBnahmen (z.B.
Reinigungsprogramm, Personalhygiene, Schulungsprogramm, Schadlingsbekédmpfung,
Wareneingangskontrolle) zu praktizieren.

2.2 Probiotika

Das Interesse an der Mikroflora des Darmes wird aus zahlreichen Studien deutlich. Diese
zeigten, dass sich in der Darmflora sowohl potentiell pathogene als auch nitzliche Keime
befinden und dass letztere daflir benutzt werden kénnten, die Aktivitdten der ersten Gruppe
zu beeinflussen. Diese Ergebnisse flihrten zu dem ,Probiotika Konzept“.

Bereits im Jahre 1908 vermutete METCHNIKOFF, dass oral aufgenomme Lactobacillus
Stamme die toxinproduzierenden Mikroorganismen im Darm verdrangen und somit einen
gesundheitsfoérdernden Effekt haben kénnen. LILLEY und STILLWELL (1965) beschrieben
Probiotika vor mehr als vierzig Jahren als Sekretionssubstanzen von Ciliaten, die das
Wachstum von Protozoen stimulieren kdnnen. PARKER’s Definition (1974) beschrieb
Probiotika als Organismen und Substanzen mit einem gesundheitsférdernden Effekt.
FULLER (1992) legte den Schwerpunkt der Probiotika auf die Unterstlitzung des
Gleichgewichts der Darmflora und laut FREITAG et al. (1998) greifen Probiotika im positiven
Sinne in die Besiedlung der Darmflora ein. Dieser Aspekt wird fir die Definition von
Probiotika in der Tiererndhrung noch heute verwendet. Probiotika sind lebende
Mikroorganismen, die die Darmflora fir das Wirtstier positiv beeinflussen.

GALDEANO et al. (2007) betonen die stimulierende Wirkung der Probiotika auf das
Immunsysten und empfehlen die folgende Definition: ,Lebende Mikroorganismen, die als
Lebensmittel und Futtermittelzusatz die Zusammensetzung und Eigenschaften der Darmflora
und entziindliche Reaktionen beeinflussen, die unspezifischen intestinalen Barrieren
verbessern und die lokale und systemische Immunreaktionen verstarken kénnen*.

Der Begriff ,,Probiotika“ wird im weiteren Sinne in der Humanernahrung und Medizin auch fir
Praparate benutzt, die auf abgestorbenen Kulturen und deren Stoffwechselprodukte
basieren, zum Beispiel Praparate, die das mikrobiologische und enzymatische Gleichgewicht
der Haut und Schleimhéaute verbessern (JANSEN et al., 1995; REUTER, 2001).

Zu den in der Tiererndhrung derzeit zugelassenen Probiotika (Tabelle 4) gehéren Bakterien
und verschiedene Stdamme der Hefe Saccharomyces cerevisiae.
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Die Lactobacillen sind grampositive, sporenlose, meist unbewegliche, Stabchen, die mit
Milchsaure als Endprodukt Kohlenhydrate fermentativ abbauen. Lactobacillen sind in der
Lage, einen Biofilm zum Schutz der Darmschleimhaut zu bilden (BURKHARDT, 1992).
Aufgrund ihrer Sauretoleranz setzen sie sich in der Darmflora rasch durch (SCHLEGEL,
1992). Die Milchsaurebakterien sind fahig, antimikrobiell wirksame Stoffe wie Acidophilin,
Acidolin, Lactobacillin beziehungsweise Lactocidin zu bilden (SANDINE, 1979).

Von Bedeutung sind weiterhin Enterokokken. Dies sind gram-positive, nicht sporenbildende,
milchsaureproduzierende, anaerobe oder fakultativ anaerobe Bakterien (LYHS et al., 1999)
und gehéren zur natiirlichen Darmflora des Menschen und warmblitiger Tiere.

SEFERT und GESLER (1997) beschreiben das stabchenférmige, grampositive Bakterium
Bacillus cereus als geeignetes Probiotikum aufgrund seiner guten probiotischen Wirksamkeit
und der groBen Tenazitat der Sporen in der Umwelt. Bacillus cereus wird dem Futter in
Sporenform zugesetzt. Nach der Magenpassage kommt es zur Auskeimung und zur
Uberfithrung in die vegetative Form und zur Wirkung im proximalen Diinndarm (ROTH,
1997) unter anderem durch die Beteiligung an der Bildung eines Biofilms auf der
Darmschleimhaut (GEDEK, 1986). In Fltterungsstudien verbesserte B. cereus var. toyoi die
systemische Immunantwort gegen virale Antigene in Absetzferkeln (SCHIERAK et al., 2007)
und reduzierte die Durchfallhdufigkeit nach dem Absetzen (TARAS et al., 2005). Die
Ergebnisse von SCHAREK et al. (2007) deuten darauf hin, dass die Verfltterung von B.
cereus var. toyoi an Sauen zu positiven Auswirkungen auf die Gesundheit von Ferkeln

fihren kann, unabhangig davon, ob diese ebenfalls das Probiotikum erhielten.

Seit langer Zeit werden Hefekulturen als Wachstumsfaktoren fir Pansenmikroben in der
Wiederkauerernahrung eingesetzt (ECKLES und WILLIAMS, 1925; STECKLEY et al., 1979;
CARTER und PHILLIPS, 1994). Hefe ist als eine reiche Quelle von Vitaminen, Enzymen,
Nahrstoffen und anderen wichtigen Co-Faktoren bekannt (NEWBOLD, 1995).

2.2.1 Wirkungsweise der Probiotika

Die vagen Formulierungen des Begriffes ,Probiotika“ deuten darauf hin, dass Uber die
Mechanismen der Wirkung von Probiotika nur wenig bekannt ist.

Die Wirkungsweise der Probiotika ist vielfaltiger Natur. Zahireiche Studien liefern haufig
Bestatigungen Uber den positiven Effekt der Probiotika. Die Tabelle 3 stellt eine
Zusammenfassung der bisher vornehmlich diskutierten Wirkungsweisen und eine Auswahl
von relevanten Referenzen dar. Grundsatzlich muss davon ausgegangen werden, dass sich
die Wirkungsweise von Keimen, die als Probiotika eingesetzt werden, voneinander

unterscheiden. So verhalten sich Enterococcus spp. deren natlrliche Umgebung der Darm
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ist anders als Bacillus spp., die durch Keimung in vegetative Zellen Gberfiihrt werden und
zwar in einer Umgebung, in der sie normalerweise nicht vorkommen.

Da die Wirkung meist auf einem indirekten Weg erfolgt, kann ein Effekt erst nach einem
langeren Zeitraum der VerfOtterung erwartet werden. Dabei besteht eine wesentliche
Voraussetzung zur Erzielung der gewilinschten Wirkungseffekte darin, dass dem Tier relativ
hohe Keimzahlen von einigen hunderttausend bis Millionen je Gramm Futter in einem noch
lebensfahigen Zustand kontinuierlich zugefiihrt werden (GEDEK, 1993; TANNOCK, 1999;
SIMON et al., 2001; REUTER, 2001).
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Tabelle 3: Wirkungsweise von verschiedenen Probiotika.

aus den Jahren 1964 - 2007

Eine Auswahl verschiedener Referenzen

Wirkungsweise Probiotika Modell Referenzen
Aggregation von Hypothese*
Probiotika und - STEWART et al. (1995)
pathogenen Keimen
Forderung der Enterococcus faecium — Huhn NETHERWOOD et al. (1999)
erwlinschten Darmflora Veranderung des Anteils E. Hund RINKINEN et al. (2002)
faecium in der Darmflora Schwein | VAHJEN et al. (2007)
Enterococcus faecium — Schwein | SCHAREK et al. (2005)
Reduktion der E. coli
Kolonisation Schwein | STROMPFOVA et al. (2006)
Direkter Antagonismus Lactobacillus — Bildung von FULLER und GIBSON (1997)
antibakteriellen Stoffen und SANDINE (1979)
Sauren ) STEWART et al. (1995)
OUWEHAND et al. (1999)
Kompetitive Exklusion Lactobacillus, GEDEK (1993)
Bifidobacterium, ) FULLER und GIBSON (1997)
Enterococcus — Besetzung invitro | JIN et al. (2000)
von Adhasionsstellen in in vitro RINKINEN et al. (2002)
Darm Mensch | RUAS-MADIEDO et al. (2006)
Nahrstoffkonkurrenz Hypothese* OZAWA und FRETER (1964)
- STEWART et al.(1995)
FULLER und GIBSON (1997)
pH- Wert - Senkung Lactobacillus GEDEK (1992)
durch Saurebildung ) OHASHI et al., (2001)
Mensch | BEZKOROVAINY (2001)
Immunantwort Lactobacillus, PERDIGON et al. (1995)
Bifidobacterium, ) PETZOLD und MULLER (1986)
Sacharomyces — Mensch | JAHN et al. (1996)
Stimulation von Mensch | SCHIFFRIN et al. (1997)
Makrophagen und Maus | SHU und GILL (2001)
Leukozyten Hund | WIEB (2003)
Lactobacillus — Erhdhte
Sekretion von Ratte BUTS et al. (1990)
sekretorischer IgA
Enterococcus faecium -
Hund BANYACOUB et al. (2006)

Erhdhte Sekretion von sigA

*Hypothese: die Beschreibung der Wirkungsweise stltzt sich nicht auf in vitro bzw. in vivo Studien
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Wirkungsweise

Probiotika

Modell

Referenzen

Immunantwort

Lactobacillus — Erhdhte
Bildung von IgA und sigA

Maus

LINK-AMSTER und ROCHAT
(1994)

Enterococcus faecium -
Erhdéhte Bildung von IgG

Mensch

MIKES et al. (1995)

Lactobacillus — Erhdhte
Bildung spezifischer
Antikérper far
Choleratoxin bei M&usen

Maus

TEJADA-SIMON et al., (1999)

Lactobacillus - erhdhte
Sekretion von IFN- in der
Milz

Maus

GILL et al. (2001)

E.coli
Nissle 1917 - Erhdhte
Sekretion von sIgA

Mensch

LODINOVA-ZADNIKOVA et al.
(1992)

Bacillus cereus var. Toyoi —

Anderung verschiedener
immunologischen

Parametern

Schwein

SCHIERACK et al. (2007)

Inhibition

Saccharomyces boulardii -
Unterdriickung der
mikrobiellen Toxinbildung

in vitro

BRANDAO et al. (1998)

Lactobacillus,
Streptococcus — Freisetzen

von Gallensiure

Mensch

FLOCH (1972)

Enterococcus faecium-
Inhibition des Wachstums
von S. Enteritidis.

in vitro

THEPPANGNA et al. (2006)

Enterococcus,
Saccharomyces - Inhibition
des Wachstums von S.
Typhimurium

Maus

MAIA et al. (2000)

Einfluss auf die
Darmschleimhaut

Lactobacillus,
Saccharomyces boulardii,
Enterococcus faecium —
Vergrdsserung des
Epithels, Verstarkung der
Absorption

Mensch

JAHN et al. (1996)

Mensch

WINKLER et al. (2005)

Schwein

LODEMANN et al. (2006)

Schwein

REITER (2005)
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2.2.1.1 Wirkung der Probiotika auf den Makroorganismus (Schwein)

SIMON et al. (2007) berichten Uber die Auswertung von 49 Publikationen von 1972 bis 2007,
die sich mit Probiotika in Schweinen befassen. Die Verwendung von mehreren Stdmmen von
insgesamt elf verschiedenen Probiotika-Spezies haben in den Studien bezlglich der
Leistung und der Durchfallhdufigkeit nach dem Absetzen verschiedene Ergebnisse erbracht.
Ein signifikant positiver Effekt der Probiotika konnte bei 35% der Studien bezlglich der
durchschnittlichen Lebendgewichtzunahme pro Tag und bei 25% der Studien bezlglich des
Futteraufwandes festgestellt werden. Dabei war in der Probiotikagruppe die
Lebendgewichtzunahme 5% (Median) hoéher als in der Kontrollgruppe. Beziglich des
Futteraufwandes lag der Median bei 0%. TARAS et al. (2005) konnten in
Fltterungsversuchen mit Bacillus cereus var. toyoi bei Absetzferkeln eine Erhéhung der
Lebendgewichtzunahme um 11% und eine sehr deutliche Verbesserung des
Futteraufwandes um 9% gegeniber der Kontrollgruppe verzeichnen. Dagegen konnten
TARAS et al. (2005) in Fitterungsversuchen mit Enterococcus faecium NCIMB 10415,
keinen signifikanten Einfluss auf die Gesamtleistung und eine 1%ige Verbesserung des
Futterumsatzes bei Absetzferkeln nachweisen.

Des Weiteren erwahnen die Autoren die Méglichkeit, dass die Wirkung von Probiotika auf die
Darmflora von Ferkeln in der friihen Phase der Entwicklung am effizientesten ist,
maoglicherweise aufgrund einer geringeren mikrobiellen Belastung. Dies korreliert mit den
Beobachtungen von SCHAREK et al. (2005) die in derselben Studie Uber die Beeinflussung
des Immunsystems in Form einer Reduktion der intraepithelialen CD8* Zellen berichten,
wobei diese Reduktion am deutlichsten vor dem Absetzen ausfiel. Des Weiteren stellen die
Autoren fest, dass die gesunkene Nachweishaufigkeit von E. coli-Serovaren im
Verdauungstrakt der mit Probiotika gefltterten Ferkel als eindeutiger Effekt der
Probiotikaflitterung anzusehen ist.

VAHJEN et al. (2007) beobachteten, das der probiotische Enterococcus faecium
NCIMB10415 eine signifikante Abnahme von Enterococcus faecalis in Kot von Ferkeln
verursachte. Die Autoren vermuten, dass die Inhibition von den gleichen Spezies zu einer
weiteren Anderung der Zusammensetzung der Darmflora filhren kann. Positive Effekte der
Probiotikafltterung auf die Lebendgewichtzunahme bei Mastschweinen konnten in anderen
Studien ebenfalls beobachtet werden (JOUGLAR et al., 2000; COLLINDER et al., 2000;
MARTINEZ et al., 2000).

RICHTER et al. (2006) beschreiben drei Versuche mit 120 Mastschweinen, in denen Hefe-
(Saccharomyces cerevisiae) und Bacillus-Kulturen (B. licheniformis und B. subtilis)

verwendet wurden. Bei einem hohen Leistungsniveau konnte kein signifikanter Einfluss der
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Probiotika beobachtet werden, es bestand jedoch der Trend zu héherem Magerfleischanteil
bei der Supplementation von Probiotika.

In Versuchen mit Enterococcus faecium NCIMB10415 und Bacillus cereus var. toyoi liess
sich ein Rickgang der Durchfallhdufigkeit bei einem Teil der Aufzuchtferkel nachweisen
(SIMON et al., 2004; TARAS et al., 2005; TARAS et al., 2006). Die Ursache fir die fehlende
Wirkung bei anderen Tieren vermuten die Autoren in dem Zusammenhang zwischen dem
mikrobiellen Status des Darmes und dem Zeitpunkt der Probiotikaverabreichung. Der
Probiotikum-Stamm konnte in dem Kot von Saugferkeln nachgewiesen werden, die selbst
noch kein, aber deren Muttertiere wahrend der Trachtigkeit bereits Probiotikum erhalten
hatten. Als Ursache wird eine Ubertragung durch den fakal-oralen Weg vermutet. ZEYNER
und BOLDT (2006) fltterten Enterococcus faecium DSM 10663 NCIMB 10415 den Ferkeln
von Geburt an bis zum Absetzen zu und beobachteten dabei eine abnehmende Zahl der an
Durchfall leidenden Tiere.

In einer Studie unter Feldbedingungen wurde den Ferkeln als Durchfallprophylaxe nach dem
Absetzen Bacillus licheniformis und Bacillus toyoi zugefittert. Gegenliber der Kontrollgruppe
konnte in der Testgruppe eine Verminderung der Mortalitdt sowie der Haufigkeit und
Schwere der Durchfalle erreicht werden (KYRIAKIS et al., 1998).

2.2.1.2 Studien uber Probiotika und pathogene Keime

Experimentelle Studien, in welchen die Wechselwirkung von Probiotika und pathogenen
Mikroorganismen untersucht wurden, sind selten. In einer Studie wurden 3 verschiedene
Probiotika (Bacillus, Lactobacillus und Streptococcus spp.) an experimentell mit
enterotoxamieauslésenden E. coli O141:K85 infizierten Absetzferkeln verfittert. Es konnten
keine Unterschiede zwischen der Kontroll- und Testgruppe bezlglich Mortalitat, klinischer
Symptome oder fékaler Ausscheidung festgestellt werden (DE CUPERE et al., 1992).
POLLMANN et al. (2005) haben die Auswirkung von Enterococcus faecium NCIMB 10415
auf die natlrliche Neuinfektion des Darmes mit Chlamydien bei Absetzferkeln untersucht, bei
deren Muttersauen eine Chlamydia suis Infektion festgestellt werden konnte. Die Ergebnisse
zeigen, dass in der Probiotikagruppe weniger Ferkel (60%) als Chlamydientrager identifiziert
werden konnten als in der Kontrollgruppe (85%) ohne Probiotikazusatz.

CASEY et al. (2007) untersuchten die Entwicklung einer Salmonella Typhimurium Infektion
bei Absetzferkeln, denen eine Kombination von flnf probiotischen Stdmmen (1 Pediococcus
und 4 Lactobacillus spp.) zugeflttert wurde. In diesem Fall lieB sich eine Abnahme sowohl
der Haufigkeit, Schwere und Dauer von Durchfall als auch der Salmonellen-

Ausscheidungsrate beobachten.
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SCHROEDER et al. (2006) untersuchten die vorbeugende Wirkung des probiotischen
Escherichia coli Nissle 1917 Stamms nach Challenge. Drei Wochen alte Absetzferkel wurden
nach einer einwdchigen Behandlung mit dem probiotischen E. coli Stamm mit dem
enterotoxischen Escherichia coli Abbotstown infiziert, die Kontrollgruppe hingegen erhielt nur
den probiotischen Stamm. Das Auftreten eines nur leicht sekretorischen Durchfalls bei 70%
der Tiere in der Testgruppe, sowie die Tatsache, dass die anderen Tiere der Gruppe keine
Verédnderung der Kotkonsistenz zeigten und auf epithelialer Ebene keine histologischen
Unterschiede zwischen Kontroll- und Testgruppe ersichtlich waren, flihrten die Autoren auf
die praventive antisekretorische Wirkung des Escherichia coli Nissle 1917 Stamms zurlick.
NEMECOVA et al. (2007) untersuchten den Einfluss von Lactobacillus plantarum, in
Zusammenhang mit zwei Zuckerarten (Maltodextrin Maldex 150 und Raftifeed IPX
Fructooligosacchariden) auf die Adhasion von E. coli O8: K88 an die Schleimhaut des Dinn-
und Dickdarmes in 33 infizierten Absetzferkeln. Die kombinierte Fltterung von Lactobacillus
plantarum mit den zwei Zuckerarten flihrte zu einer deutlich geringeren Adhasion von E. coli
sowohl im Diinn- als auch im Dickdarm.

Maia et al. (2002) testeten die Wirkung von probiotischen Lactobacillus acidophilus,
Enterococcus faecium und Saccharomyces cerevisiae in mit Salmonella Typhimurium
infizierten Mausen. Die probiotischen Stdmme wurden kombiniert oder einzeln eine Woche
vor dem Challenge verabreicht. Bei den Tieren, denen E. faecium verabreicht wurde, konnte
nach dem Challenge eine schnellere Regeneration, niedrigere Mortalitdt und Morbiditat
beobachtet werden. Allerdings lieB sich ein direkter Effekt von E. faecium auf die Reduktion
von S. Typhimurium im Darm nicht nachweisen. Die Autoren vermuten hinter der protektiven

Wirkung vielmehr immunmodulatorische Effekte.

Auch in vitro Studien wurden die Wechselwirkungen zwischem Probiotika und pathogenen
Erregern untersucht. THEPPANGNA et al. (2006) isolierten Enterococcus faecium und
Enterococcus gallinarum Stdmme aus einem komerziellen probiotischen Produkt und
untersuchten die Auswirkung dieser Stdmme auf das Wachstum von Salmonella Enteritidis
Stamm IFO3313 in einer Zellkultur. Die Ergebnisse zeigten, dass sich die Enterococcus
Stdmme hemmend auf das Wachstum von S. Enteritidis auswirkten, wobei dieser Effekt bei
Enterococcus faecium vermutlich auf die Produktion von Enterocin zurtckgefiihrt werden
konnte, da das firr die Enterocin Produktion zustandige Gen in dem E. gallinarum Stamm
nicht vorhanden war. Welche inhibitorischen Substanzen bei E. gallinarum eine Rolle
spielen, wurde in der Studie jedoch nicht geklart.

In einer von RINKINEN et al. (2002) durchgefihrten Studie wurde die Fahigkeit bestimmter
probiotischer Stdmme (Lactobacillus rhamnosus GG, Bifidobacterium lactis Bb12,
Lactobacillus pentosus UK1A, L. pentosus SK2A, Enterococcus faecium M74 und E. faecium
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SF273) zur Hemmung der Adhasion von ausgewahlten Zoonose-Erregern (Staphylococcus
intermedius, Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Clostridium perfringens und
Campylobacter jejuni) auf der caninen jejunalen Schleimhaut untersucht. Die Adhé&sion von
C. perfringens wurde durch die Lactobacillus Stdmme deutlich reduziert, wobei die Haftung
von S. typhimurium und S. intermedius nicht wesentlich beeinflusst wurden. Beide
untersuchten Enterococcus Stdmme verbesserten jedoch erheblich die Adhdsion von
Campylobacter jejuni.

2.2.2 Gesetzliche Regelungen zur Probiotikafiitterung in der Tiererndhrung

Der Einsatz von Probiotika in der Tiererndhrung wird durch die Verordnung (EG) Nr.
1831/2003 (ber Zusatzstoffe zur Verwendung in der Tiererndhrung (Futterzusatzstoff-
Verordnung) gesetzlich geregelt.

Nach den Begriffsbestimmungen der Futterzusatzstoff-Verordnung sind
Futtermittelzusatzstoffe solche Stoffe, Mikroorganismen oder Zubereitungen, die keine
Futtermittelausgangserzeugnisse sind und bewusst den Futtermitteln oder Wasser zugesetzt
werden, um eine oder mehrere Funktionen zu erflllen.

Die Futtermittelzusatzstoffe werden je nach Funktionsweise und Eigenschaften einer oder
mehreren Kategorien zugeordnet:

— technologische Zusatzstoffe: Stoffe, die den Futtermitteln aus technologischen
Griinden zugesetzt werden;

— sensorische Zusatzstoffe: Stoffe, die nach der Zugabe zu einem Futtermittel, die
organoleptischen Eigenschaften dieses Futtermittels bzw. die optischen
Eigenschaften der aus den Tieren gewonnenen Lebensmittel verbessert oder
verandert;

— ernahrungsphysiologische Zusatzstoffe

— zootechnische Zusatzstoffe: Zusatzstoffe, welche die Leistung von gesunden Tieren
oder die Auswirkungen auf die Umwelt positiv beeinflussen sollen.

Innerhalb dieser Kategorien werden die Futtermittelzusatzstoffe entsprechend ihrer
Hauptfunktion einer oder mehreren sogenannten Funktionsgruppen wie z.B.
Konservierungsmittel, Farbstoffe, Verdaulichkeitsférderer zugeordnet. Probiotika werden als
"mikrobielle Zusatzstoffe zur Stabilisierung der Darmflora" bezeichnet. Sie dienen also der
Erhaltung und  Wiederherstellung der Eubiose, d.h. des ausgewogenen

Gleichgewichtszustandes zwischen Magen-Darm-Flora und Wirtsorganismus.
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Die  zugelassenen  Zusatzstoffe sind in dem  Gemeinschaftsregister  der
Futtermittelzusatzstoffe gemaB der Verordnung 1831/2003 (ber Zusatzstoffe zur
Verwendung in der Tiererndhrung aufgelistet und werden sténdig aktualisiert.

Die aktuellste Ausgabe des Registers ist vom 20. Dezember 2007. Die in der EU derzeit

zugelassenen Probiotika sind in der Tabelle 4 aufgelistet.
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Tabelle 4: Zugelassene Probiotika in der Tiererndhrung in der EU (Dezember 2007)

Spezies

Stamm

Tierart*

Enterococcus faecium

NCIMB 10415

Ferkel, Sau, Mastschwein,
Kalber, Masthahnchen

DSM 10663/NCIMB 10415

Ferkel, Kalber, Masthdhnchen,
Mastputen, Hunde

NCIMB 11181 Ferkel, Kalber,
Masthahnchen

CECT 4515 Ferkel, Kalber,
Masthahnchen

DSM 7134 Mastschweine, Ferkel, Sau,
Masthahnchen, Mastkéalber,
Kalber

DSM 3530 Sau, Masthahnchen

Bacillus cereus var. toyoi

NCIMB 40112/CNCM I-1012

Mastschweine, Ferkel, Sau,
Masthahnchen,
Mastkaninchen, Mastkalber,
Kélber, Zuchtziegenbdcke,

Legehennen
Pediococcus acidilactici CNCM MA 18/5M Mastschwein,
Masthahnchen
Lactobacillus acidophilus D2/CSL CECT 4529 Legehennen
DSM 13241 Hunde und Katzen
Saccharomyces cerevisiae NCYC Sc 47 Sau, Ferkel, Kaninchen,
Kihe, Mastlammer,
CNCM [I-1079 Sau
CNCM 1-1077 Mastschweine, Klhe,
Mastkalber
CBS 493.94 Ferkel, Kalber, Mastkalber,
Klihe
MUCL 39885 Ferkel, Mastk&lber, Kiihe

Klyveromyces marxianus

Var. lactisk1 BCCM/Mucl
39434

Kihe

-fragilis BO399 MUCL 41579 | Ferkel
Bacillus subtilus C-3102 (DSM 15544) Masth&hnchen
DSM 17299 (O35) Masthahnchen

Lactobacillus farciminis

CNCM MA 67/4R

Ferkel, Mastputen,
Masthahnchen, Legehennen

Enterococcus faecium ATTC 53519 + 55593 Masthahnchen

Enterococcus faecium + DSM 7134 + Ferkel, Kalber

Lactobacillus rhamnosus DSM 7133

Bacillus licheniformis + DSM 5749 + Mastschweine, Ferkel, Sau,
Bacillus subtilis DSM 5750 Kalber, Mastputen,

* verschiedene Kategorien der Rasse Schwein sind fett markiert
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3 EIGENE UNTERSUCHUNGEN

3.1 Allgemeiner Versuchsaufbau

Die tierexperimentellen Untersuchungen bestanden aus zehn analog verlaufenden, zeitlich
versetzten Versuchen. Es wurden sowohl mit der Probiotikagruppe (Zusatzfltterung mit
Enterococcus faecium) als auch mit der Kontrollgruppe (keine Zusatzfltterung) jeweils flnf
Versuche durchgefiihrt.

Pro Versuch wurden die Ferkel aus jeweils einem Wurf (6-10 Tiere) einen Tag nach dem
Absetzen eingestallt und mit dem Infektionstamm Salmonella Typhimurium DT104 infiziert.
Wahrend einer Beobachtungszeit von 28 Tagen wurde der klinische Verlauf beobachtet und
in regelméaBigen Abstanden Kot- und Blutproben gesammelt, wobei die Kotproben kulturell,
qualitativ und quantitativ und die Blutproben serologisch auf S. Typhimurium DT104
untersucht wurden.

Nach 3, 24 und 72 Stunden p.i. wurden jeweils zwei Tiere und 28 Tage p.i. die Ubrigen Tiere
(je nach Wurfgrésse) getétet und zehn Organproben entnommen. Die Organproben wurden

ebenfalls kulturell, qualitativ und quantitativ auf Salmonellen untersucht.

3.2 Versuchstiere

3.2.1 Herkunft der Schweine

Bei den Versuchstieren handelte es sich um 4 Wochen alte Absetzferkel der Hybridrasse
(Piretrain x Euroc). Die Tiere stammten aus dem Institut far Tierernahrung der
Veterindrmedizinischen Fakultat der Freien Universitat Berlin. Die Tiere jeder Versuchs-
(Probiotikagruppe) bzw. Kontrollgruppe stammten aus jeweils einem Wurf (mit Ausnahme
der vierten Probiotikagruppe, bei der ein Tier aus einem anderen Wurf stammte). Die Anzahl
der Tiere fur jede Gruppe ist in Tabelle 5 dargestellt. Zum Nachweis der Salmonellenfreiheit
wurden nach dem Einstallen Blut- und Kotproben von jedem Tier enthommen. Sowohl die
Untersuchung der Seren mittels Salmotype® Pig STM-WCE (LDL, Leipzig) auf Salmonella-
Antikérper, als auch die kulturelle Untersuchung der Kotproben auf Salmonellen verlief in

allen Fallen mit negativem Ergebnis.
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Tabelle 5: Wurfgrosse und Anzahl getéteter Versuchstiere zu den jeweiligen Zeitpunkten der Tétung

Versuchsgruppe Wurfgrosse Totung 3h p.i.  Toétung 24h p.i.  Tétung 72h p.i.  Tétung 28d p.i.

Probiotikagruppe 1 10 2 2 2 4
Probiotikagruppe 2 10 2 2 2 4
Probiotikagruppe 3 8 2 2 2 2
Probiotikagruppe 4 8+1 2 2 2 3
Probiotikagruppe 5 6 2 2 2 0
Gesamt 43 10 10 10 13
Kontrollgruppe 1 9 2 2 2 3
Kontrollgruppe 2 10 2 2 2 4
Kontrollgruppe 3 8 2 2 2 2
Kontrollgruppe 4 9 2 2 2 3
Kontroligruppe 5 10 2 2 2 4
Gesamt 46 10 10 10 16

3.2.2 Transport, Unterbringung und Fitterung der Schweine

Die Ferkel wurden aus der Domé&ne Dahlem (Freie Universitat Berlin) in einem desinfizierten
Anhanger in das Bundesinstitut fir Risikobewertung transportiet und dort in den
klimatisierten Versuchstierstall (S2) des Zentrums fir Experimentelle Tierhaltung verbracht.
Die Fitterung der Ferkel in der Kontrollgruppe erfolgte auf der Grundlage von Weizen- und
Sojabohnenmehl. Die Zusammensetzung des Futters ist im Anhang dargestellt.

Die Tiere der Probiotikagruppe erhielten zum selben Futter zuséatzlich den probiotischen
Stamm Enterococcus faecium NCIMB 10415. Der Stamm wurde in einem verkapselten Form
des in der EU zugelassenen probiotischen Futterzusatzstoffes Cylactin LBC ME10 (Cerbios
Pharma-, Charg-Nr. C00020-P00009 & C00013-P00006 & C00001, Barbengo, Schweiz), vor
der Fltterung mit dem Futter vermischt. Die Konzentration von E. faecium NCIMB 10415 im
Futter betrug 2,0 (+ 0,4) x 10° lebensfahige Zellen / g Futter.

3.2.3 Infektionsstamm, Infektion der Tiere

Bei dem Infektionsstamm handelte es sich um den multiresistenten S. Ttyphimurium Stamm
(DT104), der zusatzlich mit Nalidixinsdureresistenz und einer plasmidgebundenen GFP-
Markierung versehen wurde. Das Plasmid (pFVP25.1) tréagt zusétzlich das Kanamycin
Resistenzgen aph. Das Feldisolat wurde aus klinisch infizierten Schweinen isoliert und wurde
aus der Stammsammlung des Instituts flr Bakteriologie und Mykologie der
Veterindrmedizinischen Fakultét der Universitét Leipzig zur Verfligung gestellt.
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Die Nalidixinsaureresistenz dieses Stammes wurde im nationalen Referenzlabor fir
Salmonellen des Bundesinstitutes fiir Risikobewertung erzeugt (Laboridentifikation des
Stammes: BB 440). Hierfir wurde Luria-Bertani (LB) Vollmediumagar (1.10690, Merck) mit
50ul/ml Nalidixinsdurezusatz (Serva) hergestellt und mit einem Nalidixinsaure-resistenten
und mit —sensiblen Keim getestet. Der multiresistente Salmonella Typhimurium DT104
Stamm wurde Uber Nacht bei hoher Schittelfrequenz in 10ml LB-Vollmedium Lésung
geschittelt. Aus der Anreicherung wurden am nachsten Tag je 100yl auf 10 LB-
Volimediumagarplatten mit Nalidixinsdurezusatz ausgespatelt. Die Platten wurden bei 37°C
iber Nacht bebriitet. Bei einer spontanen Mutationsrate von 1/10° oder 1/10'° bestand die
Wahrscheinlichkeit, nach der Inkubation 1 bis 4 Kolonien der resistenten Mutante zu finden.
Diese Kolonien wurden auf LB-Vollmediumagar mit Nalidixinsdurezusatz ausgestrichen und
bei 37°C U(ber Nacht bebritet. Dieser Vorgang wurde dreimal wiederholt. Die
nalidixinsaureresistente Mutante wurde mit dem Ausgangsstamm (S. Typhimurium DT104)
molekularbiologisch (PCR) und serologisch (Agglutination) verglichen.

Die plasmidgebundene GFP-Markierung wurde in dem Institut fir Mikrobiologie und
Tierseuchen der Veterindrmedizinischen Fakultdt der Freien Universitat Berlin durchgefihrt
(Laboridentifikation des Stammes: BB 441).

Der Infektionsstamm wurde ein Tag vor dem Infektionsversuch als Starterkultur in 5ml Luria-
Bertani (LB) Vollmediumsbouillon (110285, Merck, Darmstadt) lber Nacht bei 37°C
angesetzt. Am Tag der Infektion wurden 100ml LB-Vollmediumsbouillon mit 1ml der
Starterkultur beimpft. Diese Schittelkultur wurde kontinuierlich in einem Schiittelgerat (Model
G25, New Brunswick Scientific Co. Inc., New Jersey) geschuttelt und in regelmaBigen
Zeitabstanden anhand einer Eichkurve mit einem Klett-Tribungsgerat (Klett Summerson
Photoelectric Calorimeter, A.H.Thomas Company, Philadelphia) untersucht. Nach einer
dreieinhalbstiindigen Schiuttelzeit wurde ein Klett-Wert von 80 gemessen, der etwa einer
Keimzahl von 1x10° KBE/ml entspricht. Die genaue Keimzahl fir die jeweilige
Fltterungsgruppe wurde mittels Spiralplattenverfahren bestimmt und ist in der Tabelle 6
dargestellt. Aus dieser Suspension (Klett-Wert 80) wurden 10ml-Spritzen (1/Tier) mit je 1ml
aufgezogen und um die weitere Vermehrung der Keime zu verhindern, im Kihlschrank bis
zur Infektion gelagert. Unmittelbar vor dem Verabreichen des Inokulums an die
Versuchstiere wurden die zehn 1ml Suspensionsportionen mit je 9ml auf 37°C
vorgewarmtem 1% gepufferten Peptonwasser (107228, Merck, Darmstadt) aufgefulit.
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Tabelle 6: Verwendete Infektionsdosis in den einzelnen Futterungsgruppen

Versuchsgruppe Infektionsdosis

Probiotikagruppe 1 5,3 x 10° KbE/Tier (log 9,72)
Probiotikagruppe 2 8,4 x 10° KbE/Tier (log 9,92)
Probiotikagruppe 3 6,8 x 10° KbE/Tier (log 9,83)
Probiotikagruppe 4 7,7 x 10° KbE/Tier (log 9,88)
Probiotikagruppe 5 7,4 x 10° KbE/Tier (log 9,86)
Kontrollgruppe 1 6,2 x 10° KbE/Tier (log 9,79)
Kontrollgruppe 2 6,8 x 10° KbE/Tier (log 9,83)
Kontrollgruppe 3 7,8 x 10° KbE/Tier (log 9,89)
Kontrollgruppe 4 8,8 x 10° KbE/Tier (log 9,94)
Kontrollgruppe 5 9,0 x 10° KbE/Tier (log 9,54)

Die Infektion wurde unmittelbar nach dem Transport der Tiere in dem voll klimatisierten
Versuchstierstall des Zentrums fur Experimentelle Tierhaltung des Bundesinstituts fur
Risikobewertung vorgenommen. Das Inokulum wurde den Ferkeln in einem Infektionsstand
in Bauchlage tber eine Erndhrungssonde (Fa. Risch, Kernen) verabreicht (Abbildung 1). Die
Sonden wurden mit je 5ml 1% gepuffertem Peptonwasser (107228, Merck) nachgespiilt. Vor
dem Eingriff wurden die Tiere mit dem Sedativum Stressnil® (Wirksoff: Azaperon, 40mg/ml,
Jannsen-Cilag) mit einer Dosis von 1ml/Tier sediert.
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Abbildung 1: Infektion eines Ferkels mit Salmonella Typhimurium DT104 via Magenschlundsonde

3.2.4 Kilinische Untersuchungen

Nach der experimentellen Infektion erfolgte eine Beurteilung des Allgemeinzustandes der
Ferkel nach dem allgemeinen Untersuchungsgang fir Saugetiere, insbesondere im Hinblick
auf Allgemeinverhalten, Gewicht, Wasser- und Futteraufnahme, Ko&rpertemperatur,
Erbrechen, Kotkonsistenz und Atmung. Zur Klassifizierung der Kotbeschaffenheit wurde ein
in Tabelle 7 dargestelltes Schema entwickelt.

Tabelle 7: Klassifizierung der Kotbeschaffenheit

Kategorie Eigenschafften

Absetzferkelkot, hart, kérnig
geformt, hart

geformt, weich

breiig

flissig-breiig
flissig-wassrig

DO~ WN =

44



3.2.5 Totung der Tiere

Die Tiere wurden unmittelbar vor der Sektion mit Ursotamin® (Wirkstoff: Ketamin-
Hydrochlorid, 150mg/ml, Serumwerk, Bernburg) und Stresnil® (Wirkstoff: Azaperon, 40mg/ml,
Jannsen-Cilag) sediert. Die Toétung erfolgte daraufhin auf dem Sektionstisch mittels
intraperitonealer Verabreichung von Eutha® 77 (Wirkstoff: Pentobarbitalum natricum,

400 mg/ml, Essex).

3.3 Probenmaterial und - entnahme

Fir die bakteriologischen und serologischen Untersuchungen wurden Kotproben (intra vitam)
und Gewebeproben (post mortem) bzw. Blutproben (intra vitam und post mortem) von jedem

Schwein entnommen.

3.3.1 Kotproben

Die Kotproben wurden die erste Woche p.i. taglich und in den weiteren drei Wochen p.i.
zweimal pro Woche genommen. Die Entnahme erfolgte rektal in einer Menge von 10g
Kot/Probe. Als ProbengefaBe dienten Kotréhrchen (Heiland; Hamburg). Die Kotproben

wurden unmittelbar nach der Probennahme untersucht.

3.3.2 Blutproben

Die Blutproben wurden unmittelbar vor der Infektion, nach der Einstallung der Tiere und
anschlieBend alle sieben Tage p.i. genommen. Die Blutentnahme erfolgte durch Punktion
der Vena jugularis in Riickenlage der Tiere. Als ProbengefaBe dienten Vacuetten ® (Greiner,
Frickhausen). Die Serumgewinnung erfolgte nach einer 24-stiindigen Lagerung bei 4°C
durch Zentrifugation fir 10 Minuten bei 3000 x g. Im Anschluss daran wurde das Blutserum
als Uberstand abpipettiert und in Cryo.s® Réhrchen (Greiner, Frickhausen) bei -20°C
gelagert.
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3.3.3 Gewebeproben

Die Sektion wurde in der Pathologie des Zentrums fir Experimentelle Tierhaltung des
Bundesinstituts fiir Risikobewertung durchgefliihrt. Es wurden 10 Gewebeproben pro Tier
enthommen (Tabelle 8) und in sterile Glaspetrischalen verbracht. AnschlieBend wurden die
Proben fir den kulturellen Salmonellennachweis ins Labor gebracht.

Tabelle 8: Gewebeproben zur kulturellen Untersuchungen von Salmonella Typhimurium DT104

Nr. Gewebeproben

1 Tonsille (Tonsilla veli palatini)

2 Mandibularlymphknoten (Lnn. mandibulares)
3 Dickdarm (Colon descendens)

4 Dinndarmlymphknoten (Lnn. jejunales)

5 Leber

6 Milz

7 Niere

8 Vorderbeinmuskulatur (M. flexor digitalis superficialis)
9 Hinterbeinmuskulatur (M. semimembranosus)
10 Zwerchfellpfeiler (Diaphragma; Pars lumbalis)

3.4 Methoden

3.4.1 Bakteriologische Untersuchungen

Die bakteriologische Untersuchung der Kot- und Gewebeproben erfolgte nach dem Anhang
D der EN ISO 6579:2002/A1: 2007.

Die Kot- und Gewebeproben (Tabelle 8) wurden steril enthommen, zerkleinert und in einem
Stomacherbeutel (Seward, London, UK) mit 1% Peptonwasser (107228, Merck) in einer 1:10
Verdinnung eingewogen. Angestrebt wurde eine Einwage von 10g, verdinnt mit 90ml 1%
Peptonwasser. Anschliessend wurde die Einwaage 2 Minuten lang bei héchster Stufe im
Stomacher 400 (Seward, London, UK) homogenisiert. Aus dieser homogenisierten Lésung
wurde eine abfallende logarithmische Verdiinnungsreihe hergestellt, bei den wdchentlichen
entnommenen Kotproben bis zur Verdiinnungsstufe 10® und bei den wéhrend der Sektion

anfallenden Kot- und Gewebeproben bis zur Stufe 10°
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3.4.1.1 Qualitativer Nachweis der Salmonellen

Fir die bakteriologische, qualitative Untersuchung der Kot- und Gewebsproben auf
Salmonella Typhimurium wurde fiir die nicht selektive Voranreicherung und als Medium fir
Verdinnungsreihen 1% Peptonwasser (1.12535, Merck, Darmstadt) verwendet. Als
Selektivnahrbdden fir die qualitative Salmonella-Diagnostik wurden das modifizierte
Rappaport-Vassiliadis (MSRV) Agarmedim (CM900100; SR161E, Oxoid) und das Xylose-
Lysine-Desoxycholat Agarmedium mit Nalydixinsdurezusatz (XLD-NAL) (P051108A, Oxoid,

Hampshire, UK) eingesetzt.

Das verbleibende Homogenisat wurde in Kolben Uberfiihnrt und 24 Stunden bei 37°C
bebritet. Aus dieser Voranreicherung wurden jeweils 0,1ml in 3 Tropfen auf MSRV
Agarmedium aufgetragen. Die Platten wurden 72 Stunden bei 42°C bebritet und
anschlieBend anhand der Schwarmzone und der Farbe beurteilt. Nach 24 Stunden erfolgte
eine Uberimpfung aus der Schwarmzone auf XLD-NAL Agarmedium mit anschlieBender 24
stlindiger Inkubation bei 37 °C.

3.4.1.2 Quantitativer Nachweis der Salmonellen

Als Selektivnadhrbdden fiir die quantitative Salmonella-Diagnostik diente ebenfalls das
Xylose-Lysine-Desoxycholat Agarmedium mit Nalydixinsédurezusatz (XLD-NAL) (P051108A,
Oxoid, Hampshire, UK).

Aus jeder Verdinnungsstufe wurden jeweils 100l auf eine Platte XLD-NAL Agarmedium im
Doppelansatz mittels WASP Spiral Plater (Whitley, UK) aufgetragen. Die Platten wurden 48
Stunden bei 37°C bebritet und anschlieBend mit dem ProtoCOL 60000 (Synoptics LtD, UK)
Keimzahlgerat ausgewertet. Sofern Keimzahlen unter der Nachweisgrenze des
Spiralplattenverfahrens (100 KBE/g) zu erwarten waren, ist bei der Kotuntersuchung parallel
zum  Spiralplattenverfahren ein  Spatelverfahren  durchgefiihrt  worden, dessen
Nachweisgrenze bei 10 KBE/g liegt.

Das Kernstlick der Spiralplattenmethode ist eine prazisionsgenau gebaute
Verteilungsautomatik, welche die Probenflissigkeit auf die Oberflache einer sich drehenden
Agarplatte abgibt. Der Verteilerarm tragt die Probe in Form einer Archimedischen Spirale auf
der Platte von innen nach auBen fortlaufend auf. Eine kurvengesteuerte Spritze gibt ein sich
kontinuierliches verringerndes Probenvolumen ab, woraus sich ein Verdinnungseffekt von

bis zu 1:10.000 auf einer einzigen Platte ergibt. Nach dem Bebriten erscheinen die Kolonien
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auf der von der aufgetragenen Probe beschriebenen spiralférmigen Spur mit von innen nach
auBen wachsenden Abstanden. Die Auswertung erfolgt ebenfalls vollautomatisch mit dem
Protcoll 60000 Keimzahlgerat mit einer hochaufldsender Kamera und einer auf Windows™
basierenden Software. Der automatisierte Koloniezahler benutzt ein Bildanalysesystem, um
Kolonien auf den undurchlassigen und transparenten Nahrbodenplatten zu z&hlen und
Kolonien auf Deckung und GréBe zu analysieren.

Bei dem Spatelverfahren wird aus den hergestellten Verdiinnungsreihen jeweils 1ml pro
Verdinnungsstufe auf XLD-NAL-Agarmedium gegeben und in kreisender Bewegung
gleichmaBig mit einem sterilen Spatel verteilt. Nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden bei
37°C werden die Kolonien gezahlt und ein gewichteter Mittelwert aus den Kolonienzahlen
der niedrigsten und nachsthéheren auswertbaren Verdinnungsstufe nach folgender Formel

errechnet:

>C

(@]}
1l

nyx1+n,x0,1

¢ gewichteter Mittelwert der Kolonienzahl

>¢ Summe der Kolonien aller Platten die zur Berechnung herangezogen werden
ny Anzahl der platten der niedrigsten auswertbaren Verdiinnungsstufe

n, Anzahl der platten der nachsthéheren Verdiinnungsstufe

Die Keimzahl (KBE/g Kot) ergibt sich durch Multiplikation des ¢&-Wertes mit dem

Verdinnungsfaktor.
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3.4.2 Serologische Untersuchungen

Als serologisches Testsystem wurde das ELISA-Testsystem, Salmotype® Pig STM-WCE
(LDL, Leipzig) eingesetzt. Dieses Testsystem ermdglicht einen isotypischen Nachweis von
Anti-Salmonella Typhimurium-Antikérpern in Schweineseren. Das Testsystem enthalt alle
dafir benétigten Reagenzien. Laut Anleitung zum Testkit ist eine Log,-Titration fir jede
Serum- und Kontrollprobe vorzunehmen, um konkrete Aussagen zur Dynamik der
Immunantwort nach Infektion und/oder Impfung und zur Menge der produzierten Antikérper
treffen zu kdnnen. Die Auswertung basiert auf einer Software mittels Referenzstandard-
Methode. Es wurden entsprechend den untersuchten Isotypen (IgA, IgM, IgG) drei
Mikrotiterplatten verwendet, die mit einem Vollzelllysat-Antigen beschichtet sind. Das Antigen
bindet wahrend der ersten Inkubationszeit die Salmonella-Typhimurium-spezifischen
Antikérper. Es wurden 200ul Serum in einer Verdinnung (in Pufferlésung) von 1:100 (IgM,
IgG) bzw. 1:50 (IgA) in die Reihen A und E der der Mikrotiterplatten aufgetragen. Die
weiteren Reihen der Mikrotiterplatte wurden mit je 100ul Puffer versehen. Danach erfolgte
eine vertikale log, Titration von den Reihen A und E, so dass am Ende des Verfahrens die
Kontroll- und die Serumproben in vier log. Titrationsstufen vorlagen. AnschlieBend wurden
die Mikrotiterplatten 90 Minuten bei Zimmertemperatur inkubiert. Die nicht gebundenen
Antikdérper und andere Serumbestandteile wurden nach der Inkubationsphase in einem
dreifachen Waschvorgang mit 300ul Puffer pro Vertiefung herausgewaschen. Im néchsten
Schritt wurden (100ul pro Vertiefung) klassenspezifische Detektionsantikdrper-Enzym-
Konjugate (anti-Schwein-IgA auf Mikrotiterplatte Nr. 1, anti-Schwein-IgM auf Mikrotiterplatte
Nr. 2, anti-Schwein-IgG auf Mikrotiterplatte Nr. 3) aufgetragen. Nach einer Inkubationsphase
von 60 Minuten bei Zimmertemperatur erfolgte ein finffacher Waschvorgang mit 300ul Puffer
pro Vertiefung. Die Visualisierung der Enzymreaktion fand durch Zugabe von Substratlésung
(100pul TMB pro Vertiefung) statt. Die Reaktion wurde nach Ablauf von 10 Minuten
Inkubationszeit mit einer Stopplésung unterbrochen. Unmittelbar darauf wurden die Platten
mit dem Photometer MRX Mikroplatten-Leser (Dynatech, USA) bei 450nm gemessen. Die

OD% Rohdaten wurden mittels der Software SalmoSoft™ (LDL, Leipzig) ausgewertet.
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3.4.3 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde unter Anwendung der SPSS 12.0. Software (SPSS, Inc.,
Chicago, IL) durchgefiihrt. Um den Einfluss von Probiotikafiitterung, Zeit nach der Infektion,
des Ebers und Geschlecht auf die verschiedenen quantitativen Variablen, wie
Salmonellenkonzentration im Kot und in diversen Gewebeproben zu untersuchen, wurde
eine Mehr-Weg-Varianzanalyse (ANOVA) durchgefiihrt. Dieses Verfahren ermdglicht es,
mehrere unabhangige Variable in die Berechnung miteinzubeziehen. Um eventuelle
Unterschiede  zwischen der Probiotika- und Kontroligruppe an  bestimmten
Untersuchungstagen festzustellen, wurden die quantitativen Ergebnisse beim Vorliegen einer
Normalverteilung auch mit dem Student’'s t-Test und bei fehlender Normalverteilung der
Werte mit dem nicht parametrischen Mann-Whitney U-Test ausgewertet. Die Unterschiede
zwischen der Probiotika- und Kontrollgruppe beziiglich der qualitativen Ergebnisse (Anzahl
der Salmonella-positiven Proben) wurden fiir jeden Parameter mittels des Chi-Quadrat-Tests
ausgewertet. Als Signifikanzniveau wurde in den Berechnungen eine
Irtumswahrscheinlichkeit von maximal 5% (P<0,05) angenommen.

Die Ergebnisse zu Salmonellenausscheidung und -organmanifestation, Entwicklung des
Kdrpergewichtes sowie isotypenspezifischen Antikérperaktivitaten wurden mit Hilfe der Box-
Whisker-Plots dargestellt.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Klinische Symptomatik

Die Symptome einer Salmonelleninfektion konnten sowohl in der Kontrollgruppe als auch in
der Probiotikagruppe beobachtet werden.

4.1.1 Allgemeinverhalten

Am Tag der Einstallung zeigten die Tiere eine gesteigerte Empfindlichkeit, die mit
Ubererregbarkeit, Schreckhaftigkeit und Fluchtreaktionen zu beschreiben ist. Unmittelbar
nach der Infektion wurde eine mittelgradige Verschlechterung des Allgemeinbefindens
beobachtet, wobei die Tiere hauptsachlich schliefen. Im wachen Zustand zeigten sie einen
matten, sehr apathischen Eindruck. Ab dem ersten Tag p.i. bis zum Zeitpunkt der Tétung war
die Verhaltensweise aller Tiere der beiden Gruppen eher unaufféllig. Die Ferkel zeigten

Interesse an ihrer Umgebung, waren lebhaft, spielten und fihrten Rangkampfe durch.

4.1.2 Wasser- und Futteraufnahme

Acht bis zehn Stunden p.i. konnte bei allen Tieren der Kontroll- und Probiotikagruppe die
erste Wasser- und Futteraufnahme beobachtet werden. Ab dem ersten Tag p.i. war die
Wasser und Futteraufnahme in den beiden Gruppen als physiologisch anzusehen.
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4.1.3 Koérpertemperatur

Der Vergleich der Entwicklung der Kérpertemperatur in der Kontroll- und Probiotikagruppe ist
in der Abbildung 2 dargestellt und zeigt zwei tendenziell &hnliche Verlaufe.

Zwei Stunden vor der Infektion und unmittelobar nach der Einstallung wurden in der
Kontrollgruppe Kérpertemperaturen von 38,4 bis 39,9°C und in der Probiotikagruppe von
37,6 bis 39,7°C gemessen.

Zehn Stunden p.i. zeigten in der Kontrollgruppe 6% der Tiere (2/36) und in der
Probiotikagruppe 9% der Tiere (3/33) erhéhte Temperaturen und Fieber tber 40°C.

Der prozentuale Anteil der Tiere, die an den einzelnen Tagen erhéhte Temperaturen
beziehungsweise Fieber hatten ist in der Abbildung 3 dargestellt. In der Anlage (Tabelle 23)
sind die gemessenen Korpertemperaturen fir alle Tiere der Kontroll- und Probiotikagruppe
dargestellt, bei denen mindestens einmal 40°C oder hdhere Kdrpertemperatur gemessen

wurde.
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Abbildung 2: Darstellung der Entwicklung der Kérpertemperatur in der Kontroll- und Probiotikagruppe
wahrend des gesamten Beobachtungszeitraums (°AusreiBer; *Extremwerte)
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Abbildung 3: Anteil der Tiere in der Kontroll- und Probiotikagruppe, bei denen Kérpertemperaturen
von und Uber 40°C gemessen wurden.

Am ersten Tag p.i. wurden in der Kontrollgruppe bei 11% (4/36) und in der Probiotikagruppe
bei 24% (8/33) der Tiere Temperaturen Gber 40°C gemessen, und am zweiten Tag p.i.
betrug der Anteil 15% (4/26) in der Kontrollgruppe und 13% (3/23) in der Probiotikagruppe.
Am dritten Tag p.i. zeigten die Tiere der Kontrollgruppe keine Abweichungen von der
physiologischen Kérpertemperatur, wogegen 13% (3/23) der Tiere in der Probiotikagruppe
weiterhin erhéhte Kérpertemperaturen aufwiesen.

Der Verlauf der Kérpertemperatur Uber den gesamten Beobachtungszeitraum von 28 Tagen
zeigt, dass insgesamt 5 der 16 Tiere (31%) in der Kontrollgruppe und 6 der 13 Tiere (46%) in
der Probiotikagruppe Fieber hatten.

Mittels statistischer Untersuchung (ANOVA) konnte kein Einfluss der Filtterung auf die
Entwicklung der Kérpertemperatur festgestellt werden.
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4.1.4 Gewicht

Sowohl in der Kontroll- als auch in der Probiotikagruppe konnte eine physiologische
Entwicklung des Korperbaus bzw. des Kdérpergewichtes beobachtet werden. Die sehr
ahnliche Gewichtzunahme der Tiere in beiden Fltterungsgruppen ist in Abbildung 4
dargestellt.

Die statistische Auswertung (ANOVA) ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen

Probiotika- und Kontrollgruppe.
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Abbildung 4: Entwicklung des Kdrpergewichtes wahrend des gesamten Beobachtungszeitraums von
28 Tagen. Tiere, die nach 3, 24 und 72 Stunden getdtet wurden, sind nicht in der Abbildung dargestellt

(° AusreiBer).
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4.1.5 Kotkonsistenz

Die Tiere beider Fltterungsgruppen setzten sowohl vor als auch unmittelbar nach der
experimentellen Salmonellen-Infektion Kot mit physiologischer Beschaffenheit ab. Die
Kotkonsistenzen variierten von hart-kdrnig, geformt-hart bis geformt-weich.

19% der Tiere (7/36) in der Kontrollgruppe (Abbildung 5) setzten am ersten Tag p.i. breiigen
Kot ab, wohingegen in der Probiotikagruppe (Abbildung 6) 18% (6/33) der Tiere breiigen Kot
absetzten und ein Tier bereits Durchfall hatte (flissig-breiiger Kot).

Zwei Tage p.i. wiesen 35% (9/26) aus der Kontrollgruppe und 44% der Tiere (10/23) aus der
Probiotikagruppe eine breiige Kotbeschaffenheit ohne weitere Anzeichen von Durchfall auf.
Bis zum dritten Tag p.i. konnte bei 3% der Tiere in beiden Gruppen Durchfall beobachtet
werden, wobei 6% (Kontrollgruppe) und 8% (Probiotikagruppe) der Tiere breiigen Kot
absetzte.

Unter den Tieren, die Uber 28 Tage p.i. beobachtet wurden, zeigten 3 Tiere (N=16) in der
Kontrollgruppe und ein Tier (N=13) in der Probiotikagruppe keinerlei Anzeichen einer
Abweichung von der physiologischen Kotkonsistenz. Im Vergleich dazu hatten 6 Tiere in der
Kontrollgruppe und 8 Tiere in der Probiotikagruppe Durchfall, der bei 50% dieser Tiere
schwer verlief.

Detaillierte Angaben zur Entwicklung der Kotbeschaffenheit sind flr alle Tiere der Kontroll-
und Probiotikagruppe im Anhang (Tabelle 24 und Tabelle 25) dargestellt.

Die statistische Auswertung mittels Chi-Quadrat-Test ergab keine signifikanten Unterschiede
bezluglich der Entwicklung der Kotbeschaffenheit zwischen der Probiotika- und der

Kontrollgruppe.
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Abbildung 5: Entwicklung der Kotbeschaffenheit aller Tiere der Kontrollgruppe wéhrend des

gesamten Beobachtungszeitraums von 28 Tagen.
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Abbildung 6: Entwicklung der Kotbeschaffenheit aller Tiere der Probiotikagruppe wahrend des

gesamten Beobachtungszeitraums von 28 Tagen.
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4.2 Qualitativer und quantitativer Salmonellennachweis in den Kotproben

Die Daten (KbE/g Kot) zur Ausscheidung der Salmonellen im Kot sind fiir die Schweine der
Kontroll- und Probiotika-Gruppe aus dem Anhang (Tabelle 28 und Tabelle 29) zu
entnehmen. Zum Zweck der statistischen Auswertung und Darstellung der Ergebnisse

wurden die logarithmierten Werte dieser Daten verwendet.

Die Untersuchung der Kotproben, die 2 Stunden vor der Infektion genommen wurden ergab,
dass alle Tiere zu diesem Zeitpunkt Salmonella-negativ waren. Ab dem ersten Tag p.i. bis
zum Versuchsende waren alle Kotproben der Probiotikagruppe (Tabelle 26) bei der
kulturellen, qualitativen Kotuntersuchung Salmonella-positiv, bis auf eine Probe, die am Tag
28 p.i. als negativ getestet wurde. In der Kontrollgruppe (Tabelle 27) jedoch konnten bereits
am dreizehnten Tag p.i. bei 31% der Tiere (5/16) keine Salmonellen im Kot nachgewiesen
werden. Diese Tendenz war flr die Tiere der Kontrollgruppe auch an den Folgetagen der

Untersuchung bis zum Schlachttag zu beobachten.

Der Infektionsstamm wurde bei 44% (7/16) der Ferkel in der Kontrollgruppe ab dem 13. bis
15. Tag p.i. durchgehend im Kot nachgewiesen, wobei 56% (9/16) der Tiere in den letzten
zwei Beobachtungswochen durchgehend (19%) oder intermittierend als negativ getestet

worden sind.

Die Ergebnisse der quantitativen Untersuchung zeigen, dass die hdchste Salmonellen-
Ausscheidung bei allen Tieren der beiden Fltterungsgruppen in den ersten drei Tagen p.i.
erfolgte und Werte von log 3 bis log 8,1 KBE/g Kot in der Kontrollgruppe (Tabelle 28)
beziehungsweise log 3 — log 7,8 KBE/g Kot in der Probiotikagruppe (Tabelle 29) erreichte.
Ab dem 4. - 5. Tag p.i. war eine kontinuierliche Abnahme der Ausscheidungsrate zu
beobachten (Abbildung 7). Die in der Kontrollgruppe ermittelten Salmonella-Keimzahlen im
Kot zeigten, dass 44% (7/16) der Tiere bereits ab dem achten Tag p.i und 88% (14/16) ab
dem 13. Tag p.i. weniger als log 1 KbE/g Kot ausschieden.

In der Probiotikagruppe lagen die Werte ab dem 13. Tag p.i. bei 69% (9/13) mit < log 2,6
KbE/g Kot; 23% (3/13) der Tiere zeigten wahrend des gesamten Versuchablaufes eine
gleichmaBig erhdhte Salmonellenausscheidung, die nicht unter log 2,3 KbE/g Kot sank. Ein
Tier zeigte ein @hnliches Ausscheidungsverhalten, jedoch wurden an drei Tagen (Tag 6, 8

und 15 p.i.) Werte unter log 2 KbE/g Kot gemessen.
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Die statistische Analyse (Chi-Quadrat-Tests) ergab, dass die Anzahl von Salmonella-
positiven Kotproben bei den Schweinen der Probiotika-Gruppe am 13 (p=0.048), 15
(p=0.020), 20 (p=0.020) und 22 (p=0.048) Tag p.i. signifikant héher war als bei denen der
Kontrollgruppe.

Die statistische Berechnung mittels Student’s t-Test zum Vergleich der quantitativen
Salmonellenausscheidung zwischen der Kontroll- und der Probiotikagruppe an den einzelnen
Tagen ergab ahnliche Ergebnisse. Signifikant héhere Werte wurden am 4 (p=0.040), 13
(p=0.036), 15 (p=0.001), 20 (p=0.000), 22 (p=0.019) und 28 (p=0.010) Tag p.i. fUr die Tiere
der Probiotikagruppe im Vergleich zu denen der Kontrollgruppe ermittelt.
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Abbildung 7: Verlauf und Vergleich der Ausscheidung von Salmonella Typhimurium DT104 im Kot
von Tieren der Probiotika- und Kontrollgruppe (°AusreiBer; *Extremwerte).
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4.3 Ergebnisse der qualitativen und quantitativen Untersuchung der Organproben

Die ermittelten Daten (KbE/g Gewebe) zur Gewebsmanifestation der Salmonellen bei den
Tieren der Probiotika- und Kontrollgruppe zu den unterschiedlichen Tétungsterminen (3, 24,
72 Stunden und 28 Tage p.i.) sind aus dem Anhang (Tabelle 30 bis Tabelle 37) zu
entnehmen. Zum Zweck der statistischen Auswertung und Darstellung wurden die

logarithmierten Werte dieser Daten verwendet.

4.3.1 Tonsille (Tonsilla veli palatini)

Bei allen Tieren die nach 3, 24 und 72 Stunden p.i. getdtet wurden, konnte der
Infektionsstamm, ungeachtet der Fitterung, in den Tonsillen nachgewiesen werden. Bereits
3 Stunden p.i. wurde eine Konzentration von log 5,7 KBE/g (Kontrollgruppe) und log 5,3
KBE/g (Probiotikagruppe) gemessen.

Bei zwei Tieren der Probiotika- und einem Tier der Kontrollgruppe konnten keine
Salmonellen in den Tonsillen nach der vierwdchigen Beobachtungszeit nachgewiesen
werden, wobei die Salmonellenkonzentration in den Tonsillen der anderen Tiere in den
meisten Fallen zwischen log 3 und log 5 KBE/g lag.

Die mehrfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) ergab einen hochsignifikanten Einfluss
(p=0,003) der Fltterung, wonach die Salmonellenkonzentration in den Tonsillen der Tiere
aus der Probiotikagruppe signifikant héher als die der Tiere der Kontrollgruppe war. Der
Vergleich der beiden Fiitterungsgruppen an den einzelnen Tétungstagen mittels Student’s t-
Test ergab keine signifikanten Unterschiede (Tabelle 9), obwohl bei der Betrachtung der
grafischen Darstellung (Abbildung 8) und der p-Werte (nah an der Signifikanzgrenze nach 24
und 72 Stunden) erkennbar wird, dass die Salmonellenkonzentration in den Tonsillenproben
der Probiotikagruppe tendenziell héher ist.
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Tabelle 9: Zusammenfassende Darstellung der Salmonellenkonzentration (log KbE/g) in den Tonsillen
der Tiere der Kontroll- und Probiotikagruppe

Probiotikagruppe Kontrollgruppe t-Test
n | Min | Max | MW | s n | Min| Max | MW | s p-Wert
3Std.p.i. [ 10| 1 53 | 31 |12]10| 1 57 | 25 | 1,4 0,32
24Std.pi. |10 23| 59 | 35 | 1,1 ] 10| 1 46 | 23 | 1,5 0,06
72Std. p.i. | 10 | 1 52 [ 35 | 1,7] 10| 1 46 | 23 | 1,1 0,07
28d.pi. |13 ]| O 58 [ 39 | 18|16 | O 53 | 28 | 1,7 0,11
Gesamt |43 | O 59 [ 36 |15]46 | O 57 | 2,6 | 1,4 0,003 (ANOVA)

Anzahl (n); Minimum
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Abbildung 8: Nachweis von Salmonella Typhimurium DT104 in den Tonsillen zu den verschiedenen
Zeitpunkten des Totens, bei der Kontroll- und Probiotikagruppe (°AusreiBer; *Extremwerte).
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4.3.2 Mandibularlymphknoten

Drei Stunden p.i. konnten bei 60% (6/10) der Tiere aus der Kontrollgruppe und 50% (5/10)
aus der Probiotikagruppe Salmonellen in den Mandibularlymphknoten nachgewiesen
werden. Drei Tage p.i. waren 90% (9/10) der Lymphknoten der Tiere beider
Fltterungsgruppen Salmonella-positiv. Vier Wochen p.i. konnten bei 50% (8/16) der
Kontrolltiere und bei 69% (9/13) der mit dem Probiotikum gefiitterten Tiere Salmonellen
nachgewiesen werden. Die ermittelten Keimzahlen lagen meistens unter der
Nachweisgrenze (log 1 KbE/g). Die hdchsten Werte lagen bei der Kontrollgruppe bei log 2,7
KbE/g (24 h p.i.) und bei der Probiotikagruppe bei log 3,1 KbE/g (72 h p.i.). Der Vergleich
des Anteils der Salmonella-positiven und —negativen Lymphknotenproben mittels Chi-
Quadrat-Test zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen der Probiotika- und

Kontrollgruppe (Tabelle 10).

Tabelle 10: Zusammenfassende Darstellung des qualitativen Salmonellennachweises aus den
Mandibularlymphknoten der Tiere der Kontroll- und Probiotikagruppe

Toétung Futter Qualktative Milzuntersuchung Gesamt n?c':ﬁ»ﬁgn

positiv negativ p-Wert
sap. oo L n e
245U o obiagrippe : ; 0 0160
nsap. ot L
24Pl potioiagrippe 0 . e 0296
Gesamt . okagroppe a 2 @ 0268
4.3.3 Milz

Bei allen Tieren der Kontroll- und Probiotikagruppe konnten Salmonellen in der Milz in den
meisten Fallen nur qualitativ nachgewiesen werden. Das Verhaltnis der Salmonella-positiven
und —negativen Milzproben nach Tétungszeitpunkten und Fitterungsgruppen ist der Tabelle
11 zu entnehmen. In zwei Fallen der Probiotikagruppe lag die Anzahl der Salmonellen Uber
der quantitativen Nachweisgrenze (log 2,4 KbE/g nach 3h und log 2,6 KbE/Tier nach 24
Std.).
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Die statistische Auswertung bezieht sich auf den Vergleich der qualitativen Ergebnisse, da
die quantitativen Ergebnisse meistens unter log 1 KbE/g lagen und somit die Daten keine
entsprechende Streuung zeigten. Obwohl der Chi-Quadrat-Test aufgrund der niedrigen
Fallzahl keine signifikanten Unterschiede an den verschiedenen Tétungstagen nachweisen
konnte, lassen die p-Werte (p=0,057) 24 Stunden p.i. einen deutlichen Effekt vermuten.
Demnach ist die Manifestation des Infektionsstammes in der Milz der Tiere aus der
Probiotikagruppe nach 24 Stunden p.i. tendenziell héher als die der Tiere der Kontrollgruppe.

Tabelle 11: Zusammenfassende Darstellung des qualitativen Salmonellennachweises aus den

Milzproben der Tiere der Kontroll- und Probiotikagruppe

Qualitative Milzuntersuchung Chi-Quadrat
Tétung Futter N . Gesamt nach Pearson

positiv negativ p-Wert
saps e S n om
wowpjouse S a ow
TS PI  pioiagruppe : : 10 1,000
map o N om
Gess Mt otkagroppe 2 2 @ 0009
4.3.4 Leber

Bei allen Tieren der beiden Fitterungsgruppen konnte der Infektionsstamm in der Leber
vorwiegend nur qualitativ nachgewiesen werden (log 1 KbE/g). Das Verhéltnis der
Salmonella-positiven und —negativen Leberproben nach Toétungszeitpunkten und
Fltterungsgruppen ist der Tabelle 12 zu entnehmen. In der Kontrollgruppe lieBen sich 24
Sunden p.i. bei zwei Tieren (log 1,6 KbE/g) beziehungsweise 72 Stunden p.i. bei einem Tier
(log 1,3 KbE/g) Salmonellen tber der Nachweisgrenze erfassen. In der Probiotikagruppe lag
bei je einem Tier 3 Stunden (log 1,5 KbE/g) und 24 Stunden (log 1,9 KbE/g) p.i. die
Salmonellenkonzentration in den entsprechenden Proben Uber der Nachweisgrenze.

Die statistische Auswertung (Chi-Quadrat-Test) zeigte keine signifikanten Unterschiede

zwischen den Fltterungsgruppen (Tabelle 12).
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Tabelle 12: Zusammenfassende Darstellung des qualitativen Salmonellennachweises aus den
Leberproben der Tiere der Kontroll- und Probiotikagruppe

Qualitative Leberuntersuchung Chi-Quadrat

Toétung Futter . . Gesamt nach Pearson

positiv negativ p-Wert

3P by otkagroppe ; : 10 0850

R P o

msapi jondowe Fw m

24Pi protioiagroppe : 10 0 1,000

e w8 om
4.3.5 Niere

An den ersten drei Totungsterminen wiesen in der Kontrollgruppe 60-80% und in der
Probiotikagruppe 50-80% der Tiere Salmonellen in der Niere auf, wobei 28 Tage p.i. in der
Kontrollgruppe bei 10% (1/10) und in der Probiotikagruppe bei 30% (3/10) der Tiere
Salmonellen in den Nieren nachgewiesen werden konnte. 28 Tage p.i. lag der Anteil der
positiven Proben in der Kontrollgruppe bei 6,5% (1/16) und in der Probiotikagruppe bei 23%
(3/13) (Tabelle 13).

Tabelle 13: Zusammenfassende Darstellung des qualitativen Salmonellennachweises der

Nierenproben der Tiere der Kontroll- und Probiotikagruppe

Qualitative Nierenuntersuchung Chi-Quadrat
Tétung Futter . ti Gesamt nach Pearson
positiv negativ p-Wert
. Kontrollgruppe 6 4 10
. p-i. 2
3 Std. pi Probiotikagruppe 8 2 10 0,628
. Kontrollgruppe 7 3 10
. p-i- 1,
24 Std. p.i Probiotikagruppe 8 2 10 000
. Kontrollgruppe 8 2 10
72Std. pii. Probiotikagruppe 5 5 10 0,350
. Kontrollgruppe 1 15 16
. p-i. 2
28d.pi Probiotikagruppe 3 10 13 0,299
Kontrollgruppe 22 24 46
Gesamt biotikagruppe 24 19 43 0,526
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Die hochste Salmonellenkonzentration wurde in der Probiotikagruppe 3 Stunden p.i. (Ig 2,4
KbE/g) und in der Kontroligruppe 24 Stunden p.i. (Ig 2,6 KbE/g) festgestellt (Abbildung 9),
wobei 24 Stunden p.i. ein quantitativer Salmonellennachweis bei 60% (6/10) der Tiere aus
der Probiotikagruppe und 30% (3/10) aus der Kontrollgruppe mdéglich war.

Die Ergebnisse der statistischen Auswertung mittels ANOVA (p=0,206), Student’s t-Test und
Chi-Quadrat  zeigten, dass keine signifikanten Unterschiede beziglich des

Salmonellennachweises in der Niere zwischen den Tieren der beiden Fltterungsgruppen

gab.
3,00 E Kontrollgruppe
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3 Std. p.i. 24 Std. p.i. 72 Std. p.i. 28 d. p.i.
Tétung p.i.

Abbildung 9: Nachweis von Salmonella Typhimurium DT104 in den Nieren zu den verschiedenen

Zeitpunkten der Tétung in der Kontroll- und Probiotikagruppe. (*Extremwerte).
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4.3.6 Colon descendens

Der Infektionsstamm konnte bereits 3 Stunden p.i. bei 30% (3/10) der Tiere der
Kontrollgruppe und bei 80% (8/10) der Tiere der Probiotikagruppe nachgewiesen werden.
Sowohl 24 als auch 72 Stunden p.i. wurden alle Darmgewebeproben beider
Fltterungsgruppen  positiv. auf Salmonellen getestet. Nach der vierwdchigen
Beobachtungszeit waren die Darmproben bei 50% (8/16) der Kontrolltiere und 69% (9/13)
der Probiotikatiere Salmonella-positiv.

Die statistische  Auswertung mit dem  Chi-Quadrat-Test zum  qualitativen
Salmonellennachweis im Colon descendens ergab, dass 3 Stunden p.i. der Anteil der Tiere
der Probiotikagruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant hdher war (Tabelle 14).

Tabelle 14: Zusammenfassende Darstellung des qualitativen Salmonellennachweises aus dem

Gewebe des Colon descendens der Tiere der Kontroll- und Probiotikagruppe

Qualitative Untersuchung Chi-Quadrat
Toétung Futter L . Gesamt nch Pearson
positiv negativ p-Wert
. Kontrollgruppe 3 7 10
3 Std. p.. Probiotikagruppe 8 2 10 0,025
. Kontrollgruppe 10 0 10 )
248t pd- - iotikagruppe 10 0 10
. Kontrollgruppe 10 0 10 )
728t pi- o iotikagruppe 10 0 10
. Kontrollgruppe 7 9 16
28d.pi. Probiotikagruppe 9 4 13 0.170
Kontrollgruppe 30 16 46
Gesamt Probiotikagruppe 37 6 43 0,023

Die Ergebnisse der quantitativen Untersuchung zum Salmonellennachweis im Colon
descendens sind in der Abbildung 10 dargestellt. Danch konnte die hdchste Manifestation
von Salmonellen in beiden Fitterungsgruppen 24 und 72 Stunden p.i. nachgewiesen

werden.

Der Vergleich zum quantitativen Salmonellennachweises im Darmgewebe der beiden
Fltterungsgruppen an den einzelnen Toétungstagen wurde mit dem nicht parametrischen
Mann-Whitney U-Test durchgefiihrt. Ein signifikant hdherer Nachweis von Salmonellen lie
sich 3 Stunden p.i. bei den Tieren der Probiotikagruppe (p=0,045) feststellen. Der
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Unterschied nach 24 Stunden p.i. lag mit einem p-Wert von 0,063 nah an die

Signifikanzgrenze.
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log KbE/g Darm

Abbildung 10: Nachweis von Salmonella Typhimurium DT104 im Colon descendens zu den
verschiedenen Zeitpunkten des Tétens, bei der Kontroll- und Probiotikagruppe (°Ausreif3er;
*Extremwerte).

4.3.7 Jejunallymphknoten (Lnn. jejunales)

Der qualitative Salmonellennachweis in den Jejunallymphknoten ergab, dass 3 Stunden p.i.
bei 60% (6/10) der Tiere der Kontrollgruppe und 90% (9/10) der Tiere in der
Probiotikagruppe der Infektionsstamm nachgewiesen werden konnte. Ahnlich wie bei den
Darmproben aus dem Colon descendens wurden auch die Jejunallymphknoten beider
Fltterungsgruppen sowohl 24 als auch 72 Stunden p.i. positiv auf Salmonellen getestet.
Nach der vierwdchigen Beobachtungszeit waren die Lymphknoten bei 50% (8/16) der Tiere
der Kontrollgruppe und 69% (9/13) der Probiotikagruppe Salmonella—positiv (Tabelle 15).
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Tabelle 15: Zusammenfassende Darstellung des qualitativen Salmonellennachweises aus den
jejunalen Lymphknoten der Tiere der Kontroll- und Probiotikagruppe

Qualitative Untersuchung Chi-Quadrat
Tétung Futter . . Gesamt nach Pearson
positiv negativ p-Wert
. Kontrollgruppe 6 4 10
3 Std. pi. Probiotikagruppe 9 1 10 0,121
. Kontrollgruppe 10 - 10 )
24 Std. p.i. Probiotikagruppe 10 - 10
. Kontrollgruppe 10 - 10 )
72 Std. p.i. Probiotikagruppe 10 - 10
. Kontrollgruppe 8 8 16
. p-i. 2
28d.pi Probiotikagruppe 9 4 13 0,296
Kontrollgruppe 34 12 46
Gesamt Probiotikagruppe 38 5 43 0,083

Die Ergebnisse der quantitativen Untersuchung ist in der Abbildung 11 zusammengefasst.
Danach konnten die hdchsten quantitativen Werte fiir die Manifestation der Salmonellen in
den Jejunallymphknoten 24 und 72 Stunden p.i. nachgewiesen werden.

Die statistische Auswertung (ANOVA, Chi-Quadrat-Test, Student’s t-Test) zeigte keine

signifikanten Unterschiede zwischen der Kontroll- und Probiotikagruppe bezlglich der
Salmonellenmanifestation in den Jejunallymphknoten.
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Abbildung 11: Nachweis von Salmonella Typhimurium DT104 in den Jejunallymphknoten zu den
verschiedenen Zeitpunkten des Totens, bei der Kontroll- und Probiotikagruppe (°AusreiBer;

*Extremwerte).

4.3.8 Muskulatur

4.3.8.1 Vorderbein (M. flexor digitalis superficialis)

Bei den Tieren der Kontroll- und Probiotikagruppe konnten Salmonellen in der
Vorderbeinmuskulatur vorwiegend nur qualitativ nachgewiesen werden (Tabelle 16). Die
Muskelproben der Tiere der Probiotikagruppe waren zu 70% (8/10) Salmonella-positiv, die
entsprechenden Proben der Kontrollgruppe hingegen zu 30% (3/10). Quantitative
Ergebnisse waren in der Kontrollgruppe bei zwei Tieren jeweils 24 Stunden p.i. (log 1,6
KbE/g) und 72 Stunden p.i. (log 2,2 KbE/g) messbar. In der Probiotikagruppe lieBen sich
quantitativ die Salmonellen 3 Stunden p.i. bei drei Tieren mit einem Héchstwert von log 2,2
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KbE/g, 24 Stunden p.i. bei zwei Tieren (Héchstwert: log 2,0 KbE/g) und 72 Stunden p.i.
ebenfalls bei zwei Tieren (Hochstwert: log 2,4 KbE/g) nachweisen.

Tabelle 16: Zusammenfassende Darstellung des qualitativen Salmonellennachweises aus der
Muskulatur des Vorderbeines der Tiere der Kontroll- und Probiotikagruppe

) Qualitative Untersuchung Chi-Quadrat
Tétung Futter — - Gesamt nach Pearson
positiv negativ p-Wert
Kontrollgruppe 3 7 10
3 Std. p.i. o grupp 0,070
Probiotikagruppe 8 2 10
Kontrollgruppe 4 6 10
24 Std. p.i. o grupp 0,656
Probiotikagruppe 6 4 10
Kontrollgruppe 5 5 10
72 Std. p.i. o grupp 1,000
Probiotikagruppe 4 6 10
Kontrollgruppe 3 13 16
28 d. p.i. o grupp 0,406
Probiotikagruppe 5 8 13
Kontrollgruppe 15 31 46
Gesamt o 0,056
Probiotikagruppe 23 20 43

Die Auswertung der qualitativen Ergebnisse mittels Chi-Quadrat-Test (Tabelle 16) ergab

keine signifikanten Unterschiede zwischen der Probiotika- und Kontrollgruppe.

Da die meisten quantitativen Ergebnisse bei < log 1 KbE/g lagen, wurde die statistische
Auswertung mittels eines nicht parametrischen Testes (Mann-Whitney U-Test) durchgefihrt.
Es zeigte sich (Tabelle 17), dass die Salmonellenkonzentration in den Muskelproben des
Vorderbeins in der Probiotikagruppe 3 Stunden p.i. signifikant héher war als in der
Kontrollgruppe (p=0,015).

Tabelle 17: Zusammenfassende Darstellung der Salmonellenkonzentration (KbE/g) in der Muskulatur
des Vorderbeines der Tiere der Kontroll- und Probiotikagruppe

Probiotikagruppe Kontrollgruppe Manﬂ:.‘ll.\é hsittney
n Min | Max | MW s n [ Min [ Max | MW ] p-Wert
3 Std. p.i. 10 0 2,9 1,0 |09 ] O 0,7 | 0,2 0,3 0 0,015
24 Std. p.i. | 10 0 2,0 0,7 | 07] O 1,6 | 04 0,6 0 0,440
72 Std. p.i. | 10 0 2,4 05 (08] 0 |22] 05 0,7 0 0,866
28 d. p.i. 13 0 0,7 03 |04] O 0,7 | 0,1 0,3 0 0,246
Gesamt 43 0 2,9 06 [ 07] 0 | 22 ] 03 0,5 0 0,036

Anzahl (n); Minimum

—_

Min); Maximum (Max); arithmetischer Mittelwert (MW); Standardabweichung (s)
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Der Vergleich der quantitativen Ergebnisse ohne Berlcksichtigung der Tétungstermine
mittels Mann-Whitney U-Test (p=0,036) ergab, dass die Anzahl der Salmonellen in den
Muskelproben der Tiere der Probiotikagruppe signifikant héher war als bei denen der

Kontrollgruppe.

4.3.8.2 Hinterbein (M. semimembranosus)

Bei den Tieren der Kontroll- und Probiotikagruppe lieBen sich Salmonellen in den meisten
Fallen nur qualitativ nachweisen (Tabelle 18). Bei den Tieren der Probiotikagruppe waren 3
Stunden p.i. bereits 70% (7/10) der Proben Salmonella-positiv, wohingegen in der
Kontrollgruppe nur 30% (3/10) der Proben entsprechend Salmonellen enthielten.

Quantitativ messbare Ergebnisse wurden in der Probiotikagruppe bei zwei Tieren 3 Stunden
p.i. (log 1,7 KbE/g) und 72 Stunden p.i. (log 1,3 KbE/g) und in der Kontrollgruppe bei einem
Tier, 24 Stunden p.i. (log 2,2 KbE/g) nachgewiesen.

Tabelle 18: Zusammenfassende Darstellung des qualitativen Salmonellennachweises aus der
Muskulatur des Hinterbeines der Tiere der Kontroll- und Probiotikagruppe

Qualitative Untersuchung Chi-Quadrat
Tétung Futter iti ti Gesamt nach Pearson

positiv negativ p-Wert
. Kontrollgruppe 3 7 10

3 Std. pi. Probiotikagruppe 7 3 10 0.179
. Kontrollgruppe 5 5 10

24 Std. p.i. Probiotikagruppe 7 3 10 0,650
. Kontrollgruppe 5 5 10

72 Std. p.i. Probiotikagruppe 6 4 10 0,315
. Kontrollgruppe 2 14 16

28d.p.. Probiotikagruppe 5 8 13 1,000
Kontrollgruppe 15 31 46

Gesamt o biotikagruppe 25 18 43 0,020

Aufgrund der fehlenden quantitativen Ergebnisse wurde dazu keine statistische Auswertung
durchgefiihrt. Obwohl die Auswertung der qualitativen Ergebnisse mittels Chi-Quadrat-Test
(Tabelle 18) keine signifikanten Unterschiede zwischen der Probiotika- und Kontrollgruppe
an den verschiedenen Tétungstagen ergab, lasst sich jedoch der Trend erkennen, dass die
Anzahl der Salmonella-positiven Muskelproben in der Probiotikagruppe héher war als in der
Kontrollgruppe. Ein Vergleich alle Tiere der Probiotikagruppe mit allen Tieren der

Kontrollgruppe ohne Berlcksichtigung der Toétungstermine mittels Chi-Quadrat-Test

70



(p=0,020) ergab eine signifikant héhere Anzahl der Salmonella-positiven Muskelproben aus

dem Hinterbein in der Probiotikagruppe als in der Kontrollgruppe.

4.3.8.3 Zwerchfellpfeiler (Diaphragma; Pars lumbalis)

Bereits 3 Stunden p.i. konnte der Infektionsstamm bei 50% (5/10) der Tiere der
Kontrollgruppe und bei 80% (8/10) der Tiere der Probiotikagruppe in der
Zwerchfellmuskulatur nachgewiesen werden. In beiden Fltterungsgruppen waren 90%
(9/10) der Proben 24 Stunden p.i. Salmonella-positiv. Nach der vierwdchigen
Beobachtungszeit lieBen sich in 25% (4/16) der Proben in der Kontrollgruppe und in 31%
(4/13) der Proben der Probiotikagruppe Salmonellen nachweisen (Tabelle 19).

Tabelle 19: Zusammenfassende Darstellung des qualitativen Salmonellennachweises aus der

Zwerchfellmuskulatur der Tiere der Kontroll- und Probiotikagruppe

Qualitative Untersuchung Chi-Quadrat
Toétung Futter ~ ) Gesamt nach Pearson
positiv negativ p-Wert
Kontrollgruppe 5 5 10
3 Std. p.i. Hrorgrupp 0,350
Probiotikagruppe 8 2 10
Kontrollgruppe 9 1 10
24 Std. p.i. ) .g PP 1,000
Probiotikagruppe 9 1 10
Kontrollgruppe 8 2 10
72 Std. p.i. ) .g PP 1,000
Probiotikagruppe 7 3 10
Kontrollgruppe 4 12 16
28 d. p.i. . ‘g PP 1,000
Probiotikagruppe 4 9 13
Kontrollgruppe 26 20 46
Gesamt o 0,515
Probiotikagruppe 28 15 43

Quantitativ.  auswertbare Ergebnisse zum Nachweis von Salmonellen in der
Zwerchfellmuskulatur waren bei 30% (27/89) der Tiere vorhanden, wobei die Hochstwerte
(log 2,4 — 3,8 KbE/g) 3 und 24 Stunden p.i. festgestellt wurden (Abbildung 12).

Nach den Ergebnissen der statistischen Auswertung konnten Kkeine signifikanten

Unterschiede zwischen den Fltterungsgruppen nachgeweisen werden.
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Abbildung 12: Nachweis von Salmonella Typhimurium DT104 in der Zwerchfellmuskulatur zu den
verschiedenen Zeitpunkten des Tétens, bei der Kontroll- und Probiotikagruppe (°AusreiBer;

*Extremwerte

4.4 Nachweis von Salmonella-Antikérpern im Blutserum

In der Tabelle 20 sind die Ergebnisse zum quantitativen Nachweis der Salmonellen-
Antikérper fir 1gG, IgM und IgA fir die Tiere der Kontroll- und Probiotikagruppe
zusammenfassend dargestellt. Die Ergebnisse zum Anteil der als Salmonella-positiv
getesteten Schweine geht zusammenfassend fiir die einzelnen Antikérper-Isotypen aus der

Tabelle 21 hervor.

72



Tabelle 20: Zusammenfassende Ergebnisse der statistischen Auswertung zum Nachweis der
Antikérper Isotypen 1gG, IgM und IgA zwischen der Kontroll- und Probiotikagruppe

Probiotikagruppe Kontrollgruppe t-Test
min max Mw ] min max Mw s p - Wert
IgG | 3,0 65,4 15,0 6,9 0,37 | 83,88 21,0 7,4 0,417
Tag 7 p.i. IgM | 22,0 | 625,3 | 218,3 92,7 | 10,00 | 204,27 | 50,5 14,5 0,009

IgA | 13,0 | 159,3 46,2 28,9 10,00 | 17,00 14,7 1,8 0,024
IgG 7,3 1271 37,2 31,8 2,57 | 185,46 | 34,9 9,2 0,896
Tag 14 p.i. IgM | 68,7 | 464,0 | 196,0 90,5 18,00 | 575,45 | 127,7 241 0,245
IgA | 15,0 | 300,6 | 102,3 52,4 14,00 | 125,25 | 43,8 13,0 0,029
IgG | 10,8 | 323,2 84,7 47,8 1,93 | 202,21 42,3 4,1 0,185
Tag 21 p.i. IgM | 9,7 223,5 98,7 33,1 18,00 | 191,36 | 77,3 12,2 0,346
IgA | 16,0 | 399,8 | 155,7 63,7 15,00 | 156,70 | 66,5 13,8 0,005
IlgG | 10,1 | 236,4 80,2 37,0 5,12 | 287,64 | 79,0 8,3 0,972
Tag 28 p.i. IgM | 15,0 | 129,3 50,7 11,0 20,00 | 145,72 | 63,2 14,5 0,457
IgA | 18,0 | 303,0 | 164,0 75,0 14,00 | 308,56 | 85,2 23,3 0,016
Minimum (Min); Maximum (Max); arithmetischer Mittelwert (MW); Standardabweichung (s)

Tabelle 21: Zusammenfassende Ergebnisse der statistischen Auswertung zur Anzahl der serologisch
positiv getesteten Tiere der Kontroll- und Probiotikagruppe fiir die Antikérper Isotypen IgG, IgM und
IgA

Kontroligruppe | Probiotikagruppe Chi-Quadrat-Test
p n f p n f p - Wert
IgG 1 13 - 1 12 - 0,957
Tag 7 p.i. IgM 2 12 - 11 2 - 0,000
IgA - 14 - 8 - 0,010
IgG 2 12 - 10 - 0,557
Tag 14 p.i. IgM 7 6 1 12 1 - 0,053
IgA 5 7 2 3 1 0,218
IgG 3 8 - 5 6 2 0,622
Tag 21 p.i. IgM 8 4 2 10 1 2 0,370
IgA 9 5 -- 11 1 1 0,147
IgG 4 8 2 8 4 1 0,310
Tag 28 p.i. IgM 7 6 4 7 2 0,551
IgA 9 5 - 9 3 0,481

seropositiv (p); seronegativ (n); fraglich (f)
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4.41 Anti-Salmonella-lgG

Ein positives Ergebnis im ELISA fir anti-Salmonella-IgG zeigte sich bei 57% (8/14) der Tiere
der Kontrollgruppe zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach der Infektion (7, 14, 21 und 28
Tage p.i.).

In der Probiotikagruppe wurden 62% (8/13) der Tiere serologisch positiv auf anti-Salmonella-
IgG ahnlich wie in der Kontrollgruppe zu unterschiedlichen Zeitpunkten getestet.

Die Ergebnisse zum quantitativen IgG-Nachweis bei den Tieren der Kontroll- und
Probiotikagruppe flr die unterschiedlichen Tage nach der Infektion sind in der Abbildung 13

dargestellt.
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Abbildung 13: Ergebnisse zum Nachweis von anti-Salmonella-1lgG (Elisa Unit/ml) im Serum der Tiere
der Kontroll- und Probiotikagruppe (°AusreiBer; *Extremwerte).
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Bei der statistischen Auswertung zum quantitativen Nachweis von anti-Salmonella-IgG
mittels Student’s t-Test (Tabelle 20) und zur Anzahl seropositiver Tiere mittels Chi-Quadrat-
Test (Tabelle 21) unter Berlcksichtigung der Tage nach der Infektion konnten keine
signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Fitterungsgruppen festgestellt werden.

4.4.2 Anti-Salmonella-lgM

In der Probiotikagruppe war bereits in der ersten Woche p.i. anti-Salmonella-IgM im Serum
bei 85% (11/13) und 14 Tage p.i. bei 100% der Tiere nachweisbar. 21 Tage p.i. verringerte
sich der Anteil 77% (10/13) und nach der vierwdchigen Beobachtungszeit wurden nur noch
31% (4/13) der Tire als serologisch positiv getestet, wobei die Werte bei zwei Tieren im
fraglichen Bereich lagen. In der Kontrollgruppe konnte eine Serokonversion erst zwei
Wochen p.i. beobachtet werden. Nach drei und vier Wochen p.i. zeigten die beiden
Fltterungsgruppen ein dhnliches Bild der IgM-Titerentwicklung.

Die Ergebnisse zum quantitativen Nachweis von anti-Salmonella-lgM unter Beriicksichtigung
der Tage nach der Infektion sind fiir die Kontroll- und Probiotikagruppe in der Abbildung 14

dargestellt.

Nach dem Ergebnis der statistischen Auswertung mit dem Student’s t-Test waren die bei den
Tieren der Probiotikagruppe am siebten Tag p.i. ermittelte IgM-Werte signifikant héher als
der bei den Tieren der Kontrollgruppe (Tabelle 20). AuBerdem konnte mit dem Chi-Quadrat-
Test gezeigt werden, dass die Anzahl der fiir IgM seropositiven Tiere in der Probiotikagruppe
ebenfalls am Tag 7 p.i. signifikant héher (p=0,000) lag als der entsprechende Anteil in der
Kontrollgruppe (Tabelle 21).
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Abbildung 14: Ergebnisse zum Nachweis von anti-Salmonella-IlgM (Elisa Unit/ml) im Serum der Tiere
der Kontroll- und Probiotikagruppe (°AusreiBer; *Extremwerte).

4.4.3 Anti-Salmonella-lgA

Zwei Wochen p.i. wurden 36% (5/14) der Tiere der Kontrollgruppe positiv auf anti-
Salmonella-IgA getestet. Eine Woche spater wurden 50% (7/14) und vier Wochen p.i. 64%
(9/14) als positiv erkannt.

In der Probiotikagruppe konnten bereits 7 Tage p.i. 38% (5/13) der Tiere als IgA-positiv
getestet werden. Zwei Wochen p.i. waren es 77% (10/13) und nach 21 bzw. 28 Tagen p.i.
lag der Anteil der positiven Tiere bei 92% (12/13).

Die Ergebnisse zum quantitativen Nachweis von anti-Salmonella-IgA unter Beriicksichtigung
der Tage nach der Infektion sind flr die Kontroll- und Probiotikagruppe in der Abbildung 15
dargestellt.
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Abbildung 15: Ergebnisse zum Nachweis von anti-Salmonella-IgA (Elisa-Unit/ml) im Serum der Tiere
der Kontroll- und Probiotikagruppe (°AusreiBer).

Die Ergebnisse der statistischen Auswertung mittels Chi-Quadrat-Tests ergaben, dass die
Anzahl der auf anti-Salmonella-IgA positiv getesteten Tiere am 7. Tag p.i. in der

Probiotikagruppe signifikant héher war als in der Kontrollgruppe.
Die Auswertung mittels Student’s t-Tests zeigte, dass die IgA-Werte der Tiere der Probiotika-

Gruppe am 7., 14., 21., 28. Tag p.i. im Vergleich zu den Tieren der Kontrolgruppe signifikant

héher waren (Tabelle 20).
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5 DISKUSSION

Bei der Planung dieser experimentellen Studie richtete sich die Wahl von Infektionsstamm
(Salmonella Typhimurium DT104) und Tiermodell (Schwein) fur die Challengeversuche nach
der in Deutschland aktuell bestehenden Salmonellen-Situation. Salmonella Typhimurium ist
ein bakterieller, vornehmlich Uber Lebensmittel libertragener Zoonoseerreger und nach S.
Enteritidis einer der haufigsten Verursacher der humanen Salmonellose, die aufgrund immer
wieder auftretender Krankheitsfalle mit teilweise letalem Ausgang ein zentrales Problem im
offentlichen Gesundheitswesen darstellt. Bei 20% dieser Erkrankungen geht man davon aus,
dass die ursachlich beteiligten Erreger Uber das Schlachtschwein durch kontaminiertes
Fleisch und Fleischprodukte in die Lebensmittelkette gelangen (STEINBACH et al., 1999).
Uber 70% der in Schweinebestanden isolierten Salmonellen gehéren dabei zum Serovar S.
Typhimurium, insbesondere der Phagentyp DT104 (HARTUNG, 2006). Damit stellt das
Schlachtschwein eine der bedeutendsten Ansteckungsquellen fir diesen Zoonoseerreger
dar.

Der Infektionsstamm Salmonella Typhimurium DT104 wurde zunachst im Labor durch
Selektion gegen Nalidixinsdure resistent gemacht. Diese Veranderung diente als
zusatzliches Selektionsmerkmal flur die sichere und einfachere Isolation des
Infektionsstammes. Des Weiteren erfolgte eine plasmidvermittelte GFP-Markierung des
Stammes, welche zusétzlich eine Kanamycin-Resistenz vermittelt. Durch die GFP-
Markierung ist ein sicherer Nachweis infizierter Zellen in Paraffinschnitten bzw. in Technovit
Semidinnschnitten der infizierten Gewebe mittels Laserscanning-Mikroskopie mdglich.
Diese Untersuchungen waren jedoch Gegenstand einer anderen Arbeitsgruppe im Rahmen
des DFG-Projektes zur integrativen Analyse der Wirkmechanismen von Probiotika beim
Schwein (FOR 438 DFQG). Zur Klarung der Pathogenitat des genetisch veranderten Stammes
wurden im Rahmen mehrerer Vorversuche vier Wochen alte Absetzferkel mit verschiedenen
Infektionsdosen in zwei Gruppen mit dem GFP markierten oder nicht markierten S.
Typhimurium DT104 Stamm infiziert. Anhand der klinischen Befunde, des
Salomonellennachweises in Kot- und Organproben und der Ergebnisse der histologischen
Untersuchung konnte belegt werden, dass der GFP-markierte S. Typhimurium Stamm
ahnlich zum nicht markierten Wildstamm Uber die relevanten pathogenen Eigenschaften
verfligt, um als Challengekeim zur Untersuchung der Wirkung des probiotischen Stammes
Enterococcus faecium in der eigenen Studie eingesetzt zu werden.
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5.1 Challenge-Infektion und klinische Symptomatik

Die physiologische Koérpertemperatur bei Schweinen betragt zwischen 38,0 und 39,0°C.
Temperaturerhhungen entstehen u.a. durch die Abwehrreaktion des Organismus, wodurch
die Stoffwechselvorgange beschleunigt und die Vermehrung pathogener Erreger gehemmt
wird. Nach einer Salmonelleninfektion wurde das Auftreten von erhéhter Kérpertemperatur
beziehungsweise Fieber (40,0-42,0°C) meistens nach einer Inkubationszeit von 24-48
Stunden beobachtet (WALDMANN und PLONAIT, 2004).

Insgesamt war die Anzahl der Fieberfélle in der Probiotikagruppe (46%) héher als die in der
Kontrollgruppe (31%). Die ersten Fieberanfalle kamen 24 Stunden p.i. bei fast allen der Tiere
in der Probiotikagruppe vor, wohingegen dieses ,typische® Anfangszeichen einer
Salmonelleninfektion in der Kontrollgruppe, abgesehen von zwei Tieren, ausblieb. Trotz
dieser Beobachtungen konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Tieren der
Probiotika- und Kontrollgruppe festgestellt werden. Dieses stimmt mit den Ergebnissen
anderer Probiotika Fitterungsstudien Uberein, in denen Absetzferkel mit Salmonella
Typhimurium (CASEY et al., 2007) oder Salmonella Choleraesuis (FEDORCA-CRAY et al.,

1999) infiziert wurden.

Bei den Absetzferkeln wurde eine vergleichsweise niedrige Kérpertemperatur am Tage der
Einstallung und experimentellen Infektion gemessen. Diese Tatsache ist wahrscheinlich auf
die Stressfaktoren, wie Absetzen vom Muttertier, Transport, wechselnde Umgebung und
Futterumstellung zurtickzufihren.

Die Tiere der Kontroll- und Probiotikagruppe zeigten einen weitgehend ahnlichen Verlauf in
der Entwicklung des Koérpergewichtes. Vergleichbare Daten aus Infektionsversuchen, in
denen die Wirkung von Probiotika auf das Lebendgewicht von Schweinen getestet wurde,
sind kaum vorhanden. In einer neueren Studie wurde ein eindeutiger positiver Effekt der
Probiotika auf die Lebendgewichtzunahme in Irland durch CASEY et al. (2007) beschrieben.
Hier wurden Absetzferkel mit Salmonella Typhimurium infiziert, wobei eine
Probiotikamischung aus finf probiotischen Stdmmen  appliziert wurde. Die
Lebendgewichtzunahme in der Kontrollgruppe reprasentierte die durchschnittliche
Gewichtszunahme von Absetzferkeln, wohingegen die der Probiotikagruppe annéhernd um
20% hoher lag.

Im Vergleich zu den vorgenannten Studien existieren jedoch zahlreiche Beobachtungen aus
Fltterungsstudien ohne Challenge. Die Auswertung von ca. 50 Fitterungsstudien mit
verschiedenen Probiotika-Spezies zeigte, dass die durchschnittliche Lebendgewichtzunahme
in 35% der Falle zunahm und eindeutig auf die Fitterung der probiotischen Keime

79



zurlickzufihren war (SIMON et al., 2007). Dieses Ergebnis stimmt nicht mit der Aussage von
TARAS et al. (2006) Uberein, die nicht infizierte Absetzferkel aus demselben Bestand, mit
dem gleichen Probiotikum (Enterococcus faecium) fitterten und im Vergleich zur
Kontrollgruppe keine Unterschiede bei der taglichen Lebendmassezunahme feststellen
konnten.

Eine kritische Auseinandersetzung mit den Ergebnissen anderer Studien zur
Gewichtsentwicklung der Tiere gestaltet sich schwierig, da die Versuchsdesigns nicht
vergleichbar sind. Mehrere Autoren erwahnen auBerdem die Méglichkeit einer negativen
Korrelation zwischen der wachstumférdernden Wirkung von Probiotika und der
verschlechterten Umwelt- und Erndhrungszustédnde, die das Tier belasten. So ist
wahrscheinlich die Wirkung von Probiotika viel effektiver bei Tieren mit schlechter Fltterung
und/oder Haltung, als bei Tieren, die optimal gefiittert und gehalten werden (MADEC et al.,
1998; BROOM et al., 2005; TARAS et al., 2005). Es ist dabei davon auszugehen, dass die
Schweine in der eigenen Studie unter optimalen Bedingungen gehalten worden sind.

Der Durchfall zahlt zu den eindeutigsten Symptomen einer gastrointestinalen Infektion. Aus
mehreren Infektionsstudien wird ersichtlich, dass die Infektionsdosis einen signifikanten
Einfluss auf die Entwicklung der Kotkonsistenz hat. Experimentelle Infektionen mit S.
Typhimurium und einer Infektionsdosis von 10° KBE pro Schwein fiihrten nur in wenigen
Féllen (SCHERER et al., 2008) oder sogar Uberhaupt nicht (KAMPELMACHER et al., 1969)
zu einer klinischen Salmonellose. Die in der eigenen Studie verwendete Infektionsdosis von
etwa 5 x 10° KbE pro Tier verursachte bei den Schweinen lediglich einen leichten klinischen
bzw. latenten Verlauf der Salmonelleninfektion. Diese Ergebnisse decken sich mit denen der
vorgenannten beiden Studien, wo eine &hnlich hohe Infektionsdosis verwendet worden ist.
Andere Beobachtungen berichten jedoch, dass bis zu 80% der Versuchstiere zwei Tage p.i.
wassrigen Durchfall hatten (WOOD und ROSE, 1992). Dies kdnnte mit der hdheren
Infektionsdosis von 10" KBE pro Schwein zusammenhangen. Das Auftreten von klinischen
Symptomen einer Infektion wird neben der Infektionsdosis von anderen wichtigen Faktoren,
wie Virulenz und Pathogenitdt des Infektionstammes, beeinflusst. Bei dem in der
vorliegenden Studie verwendeten Infektionsstamm handelte es sich um einen nachgewiesen
pathogenen und virulenten Salmonella Typhimurium DT104 Stamm, der aus einem natdrlich

infizierten und klinisch erkrankten Schwein isoliert worden ist.

Mehrere Studien berichten darliber, dass die Verabreichung von Probiotika bzw.
probiotischen Praparaten zu einer reduzierten Pravalenz bzw. Starke von Durchfall fiihrten.
In Challenge-Versuchen mit Salmonella Typhimurium bei Schweinen (CASEY et al., 2007)
und mit Escherichia coli O157:H7 bei Kaninchen (OGAWA et al.,, 2002) wurde eine
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signifikant niedrigere Durchfallhaufigkeit in der Probiotikagruppe nachgewiesen. In diesen
Studien wurden jedoch als Probiotikum Pediococcus- und Lactobacillus-Stamme eingesetzt.
Auch SCHROEDER et al. (2006) beobachteten &hnliche Symptome bei mit enterotoxischen
Escherichia coli Abbotstown infizierten und vorher mit probiotischen Escherichia coli Nissle
1917 gefltterten Absetzferkeln. 70% der Tiere zeigten einen reduzierten, sekretorischen
Durchfall, wobei bei den anderen Tieren dieser Gruppe keine Verdnderung der
Kotkonsistenz zu sehen war. Nach den Ergebnissen der histologischen Untersuchung des
Darmepithels waren zwischen Kontroll- und Testgruppe Unterschiede nicht zu erkennen,
was die Autoren auf die antisekretorische Wirkung des Probiotikums zurlickflihrten. Auch die
kombinierte Futterung von Lactobacillus plantarum mit den zwei Zuckerarten (Maltodextrin
Maldex 150 und Raftifeed IPX Fructooligosacchariden) verursachte eine deutlich niedrigere
Adhasion von E. coli O8:K88 sowohl im Dinn- als auch im Dickdarm von Ferkeln
(NEMECOVA et al., 2007).

Mehrere Studien zu mit und ohne Probiotikum gefltterten Tieren, die jedoch nicht einer
Challenge-Infektion ausgesetzt wurden, zeigten ahnliche Ergenbisse (SIMON et al., 2004;
TARAS et al., 2005; TARAS et al., 2006; ZEYNER und BOLDT, 2006). Auch bei Studien mit
Tieren aus demselben Bestand und der Fltterung mit dem gleichen Probiotikum wurde tber
eine Abnahme der Haufigkeit und Schwere von Durchfall in der Probiotikagruppe berichtet
(MANNER und SPIELER, 1997; TARAS et al., 2005).

In der eigenen Studie konnte eine positive Wirkung des Probiotikums nicht festgestellt
werden. Nach dem Challenge hatten mehr Tiere in der Probiotikagruppe (62%) als in der
Kontrollgruppe (31%) Durchfall. Diese Symptome sind in der Probiotikagruppe eher
kurzzeitig aufgetreten, wohingegen der Durchfall bei den Tieren der Kontrollgruppe von
langerer Dauer (2-4 Tage) war. Die beobachteten Unterschiede zum Durchfall zwischen den
Fltterungsgruppen waren jedoch nach den Ergebnissen der statistischen Auswertung nicht
signifikant. Diese Beobachtungen wirden sich mit denen decken, dass die Entwicklung des
Kérpergewichtes in beiden Gruppen &hnlich verlief.

Auch FEDORCA-CRAY et al. (1999) konnten weder in der Probiotika- noch in der
Kontrollgruppe typische klinische Symptome bei experimentell mit Salmonella Choleraesuis
infizierten Absetzferkeln feststellen. In diesem Fall wurde jedoch der Challenge mit lediglich
108 KbE pro Tier bei intranasaler Applikation durchgefiihrt und als Probiotikum eine
~competitive exclusion culture” (eine Mischung von Mikroorganismen, die aus dem Caecum

von Absetzferkeln isoliert wurden) gefttert.
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5.2 Ausscheidung der Salmonellen im Kot

In mehreren Studien wurde die Ausscheidung von Salmonellen mit dem Kot nach
experimenteller Infektion ohne Zufltterung eines Probiotikums beschrieben. So zeigten
NIELSEN et al. (1995), dass 80% der experimentell infizierten Schweine S. Typhimurium in
der ersten Woche p.i. ausschieden. Danach sank die Ausscheidungsrate deutlich ab und
Salmonellen wurden nur noch intermittierend im Kot nachgewiesen. WOOD et al. (1989) und
WOOD und ROSE (1992) konnten eine Ausscheidung von Salmonellen im Kot bei
experimentell infizierten Schweinen bis zur 28 Woche p.i. beobachten. Im Gegensatz dazu
wiesen KAMPELMACHER et al. (1969) bei Schweinen 14 Wochen p.i. keine Salmonellen im
Kot mehr nach. Diese unterschiedlichen Ergebnisse kénnten aus verschiedenen Faktoren,
wie Infektionsdosis, Virulenz der Infektionsstimme und individuelle Eigenschaften der
Versuchstiere, resultieren. Im Vergleich zu diesen Studien betrug der Beobachtungszeitraum
nach experimenteller Infektion mit S. Typhimurium in der eigenen Studie lediglich vier
Wochen. Bezlglich dieses Zeitraumes decken sich jedoch die Ergebnisse der Studie zur
Ausscheidung der Salmonellen tber den Kot mit denen aus der Literatur.

Anhnlich zu den Beobachtungen anderer Studien (BOES et al., 2001; HURD et al., 2001;
MARG et al., 2001; SWANENBURG et al.,, 1999, SCHERER et al.,, 2008) zeigen die
Ergebnisse dieser Untersuchung, dass Kklinisch inapparent infizierte Schweine ein
Risikofaktor fiir die horizontale Ubertragung von Salmonellen mittels kontaminierten Kot
darstellen. Insbesondere wahrend des Transports zu den Schlachthéfen oder beim Warten in
den Stallungen vor der Schlachtung kann es zu einer Ubertragung der Salmonellen auf
nichtinfizierte Schweine kommen.

Nach den wenigen bis jetzt durchgeflihrten Challenge-Versuchen mit Probiotikafitterung gab
es entweder keinen Unterschied zwischen den beiden Fltterungsgruppen, oder die Anzahl
der Infektionskeime im Kot war bei den Tieren der Probiotikagruppe reduziert. So berichteten
CASEY et al. (2007), dass die Ausscheidung von S. Typhimurium am Tag 15 p.i. bei den
Schweinen der Kontrollgruppe signifikant héher war als in der Probiotikagruppe. ZHAO et al.
(1998) beschreiben einen probiotischen E. coli Stamm, der die Anzahl der E. coli O157:H7
im Magen-Darmtrakt und auch im Kot von Kalbern reduzierte. LEMA et al. (2001) konnten
keine Reduktion von enterohdmorrhagischen E. coli bei Schafen nach der Zuflitterung von
Lactobacillus acidophilus nachweisen, wohingegen die Fltterung von Lactobacillus in
Kombination mit Streptococcus-Stammen oder auch die alleinige Gabe von Streptococcus
eine signifikant niedrigere Ausscheidung der Infektionskeime im Kot der Probiotikagruppe
verursachte. GENOVESE et al. (2000) konnten durch die Gabe einer ,competitive exlusion
culture” die Ausscheidungstrate bei mit enterotoxischen E. coli infizierten neugeborenen
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Ferkeln senken. Mit derselben probiotischen Mischung wurde eine reduzierte Anzahl des
Infektionskeimes im Caecum und im Kot bei mit Salmonella Choleraesuis infizierten
Absetzferkeln nachgewiesen (GENOVESE et al.,, 2003). Auch FEDORCA-CRAY et al.
(1999) konnten bei den Schweinen der Probiotikagruppe eine reduzierte Anzahl von
Salmonella Choleraesuis im Caecum und dessen Inhalt beobachten. Folglich hangt der
Effekt, ob es zu einer verringerten Ausscheidung des Challengekeims kommt, von der Wahl
des eingesetzten Probiotikums ab.

Im Gegensatz zu den Beobachtungen dieser Studien zeigen die eigenen Ergebnisse, dass
die Salmonellenausscheidung im Kot der Schweine der Probiotikagruppe an mehreren
Tagen (4, 13, 15, 20, 22 und 28 Tage p.i.) signifikant hdher war als in der Kontrollgruppe.
Dabei korrelierte die Keimausscheidung im Kot der Ferkel der Probiotikagruppe mit der
héheren Salmonellenkonzentration im Gewebe des Dickdarms. Uber &hnliche Ergebnisse
berichten RINKINEN et al. (2002) aus in vitro Versuchen, wo die Anwesenheit von
Enterococcus faecium die Adhasion und Kolonisation von Clostridium perfringens an die
Darmmucosa beglnstigte. Analoge Untersuchungen derselben Arbeitsgruppe bezlglich
Salmonella Typhimurium zeigten jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Fltterungsgruppen. Zusammenfassend wurde also der erwartetete Effekt einer niedrigeren
Salmonellenausscheidung bei den Tieren der Probiotikagruppe nicht bestétigt. Offensichtlich
waren diese Tiere nach der Zufitterung des Probiotikums und nach dem Challenge fur
Salmonellen empfanglicher als die Tiere der Kontrollgruppe (s. Diskussion immunologische
Aspekte).

5.3 Organmanifestation

Die Tonsillen des weichen Gaumens spielen als pharyngeales schleimhautassoziiertes
lymphatisches Organ eine Schliisselrolle bei der Initierung von Immunantworten da sie fir
verschieden Mikroorganismen als Eingangspforte dienen (BELZ und HEALTH, 1996). Die
Ergebnisse der eigenen Studie zeigen dabei, dass eine sehr hohe Salmonellenkonzentration
in den Tonsillen 3 Stunden und 28 Tage p.i. vorhanden war. Auch nach den Ergebnissen
anderer Untersuchungen, sind Salmonellen in der Lage, bereits 30 Minuten nach der oralen
Aufnahme in die Tonsillen einzudringen und 2-3 Stunden spater die Mandibular- und
lleocaecallymphknoten, den Dickdarm und den Caecum zu kolonisieren (BLAHA et al., 1997;
HURD et al., 2001; LOYNACHAN et al., 2004).

Selbst in Studien Uber einen langeren Zeitraum, wurde eine ahnlich hohe Konzentration von
Salmonella Typhimurium in den Tonsillen von Schweinen 5 Monate p.i. (SCHERER et al.,
2008) bzw. sechs Monate p.i. (WOOD und ROSE, 1992) nachgewiesen. Als Ursache wird
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die standige Reinfektion durch den Kontakt mit anderen infizierten Schweinen und deren Kot

vermutet.

Die meisten Fltterungsstudien befassten sich mit der Wirkungsweise der Probiotika im
gesunden Wirt und nur in wenigen Studien mit Labortieren (Mausmodell) wurde der Einfluss
auf die Organmanifestation nach Challenge naher beleuchtet. So konnte am Mausmodell
nachgewiesen werden, dass nach der Fltterung von bestimmten Lactobacillus-Spezies die
Verbreitung von Salmonella Typhimurium und enteropathogenen Echerichia coli aus dem
Darm in andere Organe reduziert werden kann (PERDIGON et al., 1990; PERDIGON et al.,
1991; PAUBERT et al., 1995; SHU et al., 2000). Nach dem besten Wissen des Verfassers
dieser Arbeit existieren zurzeit keine experimentellen Studien mit Schweinen oder anderen
Grosstieren, bei denen die Wirkung von Probiotika anhand der Besiedlung verschiedener
innerer Organe nach einer Infektion mit einem ausgewahlten pathogenen Erreger untersucht
worden ist. Entgegen der urspriinglichen Erwartung war die Salmonellenkonzentration in den
Tonsillen der Tiere der Probiotikagruppe signifikant héher als bei den Tieren der
Kontrollgruppe. Als Grund hierfir wird die Tatsache angesehen, dass die
Salmonellenausscheidung im Kot der Tiere der Probiotikagruppe héher war und es dadurch
zu einer haufigeren Reinfektion der Schweine mit Salmonellen kam. Auch die Ergebnisse
zum starkeren Befall des Darmgewebes und der Muskulatur bei den Tieren der
Probiotikagruppe weisen auf eine hdhere Empfénglichkeit und Reinfektionsrate mit
Salmonenellen als bei den Tieren der Kontrollgruppe hin (s. Diskussion immunologische
Aspekte).

Die Untersuchung der Proben der Zwerchfellmuskulatur erbrachte keine Unterschiede in den
beiden Futterungsgruppen. Es konnte jedoch festgestellt werden, dass etwa 30% dieser
Proben in den ersten drei Tagen quantitativ bestimmbare Werte sogar weit Uber der
Nachweisgrenze (log 3,8 KbE/g) aufwiesen, was mit hoher Wahrscheinlichkeit auf die
intensive Durchblutung der Zwerchfellmuskulatur zuriickzufihren ist.

5.4 Immunologische Aspekte

Der Immunstatus des Wirtes wird durch einen Komplex von Interaktionen bestimmt, und ist
maBgeblich abhangig von der Beschaffenheit des Immunsystems und der Hbéhe der
mikrobiologischen Belastung (BAILEY et al., 2001). Der immunkompetente Wirtsorganismus
ist in der Lage, eine gute Abwehrreaktion der Darmschleimhaut gegen luminale Antigene,
wie das der Salmonellen, zu entwickeln und auf das Eindringen von kommensalen oder

pathogenen Mikroorganismen zu reagieren. Die Barriere der Darmschleimhaut besteht aus
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Darmepithel und den Immunzellen, die hochgradig auf die Anwesenheit der physiologischen
Darmflora angepasst sind (RAIBAUD, 1992). Die Signale der Darmflora verhindern die
Penetration von Immunzellen in die Darmschleimhaut und halten diese so auBerhalb des
intestinalen Gewebes. Dringen kommensale Mikroorganismen, wie auch probiotische Keime,
in das Darmgewebe ein, kommt es zu einer angepassten Reaktion. Gegen pathogene
Mikroorganismen jedoch werden spezifische Abwehrmechanismen aktiviert (NEUTRA et al.,
2001; JANEWAY et al., 2002). Somit ist die Darmmukosa als eine effiziente Barriere
anzusehen, stellt aber auch einen der haufigsten Infektionsorte fir Salmonellen dar.

IgM wird zuerst nach einer bakteriellen Infektion durch den Wirtsorganismus gebildet. Nach
den Ergebnissen dieser Studie war bereits eine Woche p.i. ein erhéhtes anti-Salmonlla-IgM
nur bei den Tieren der Probiotikagruppe nachzuweisen, wogegen die Kontrolltiere negativ
waren. Zwei Wochen spater serokonvertierten auch die Tiere der Kontrollgruppe, wobei die
IgM-Werte deutlich unter denen der Probiotikatiere blieben und sich dann drei bis vier
Wochen p.i. angeglichen hatten.

Sekretorisches IgA stellt den wichtigsten schitzenden humoralen Faktor im Darm dar
(KRAEHENBUHL et al., 1992; BENYACOUB et al.,, 2003) und hemmt die Adhasion,
Kolonisation und Penetration sowie die Aufnahme von Antigenen (HOLMGREN et al., 1992;
MCGHEE et al., 1992). Die bei den Tieren der Probiotikagruppe ermittelten IgA-Werte waren
an allen Untersuchungstagen (7., 14., 21., 28. Tage p.i.) signifikant hdher als bei der
Kontrollgruppe. Ahnlich der IgM-Aktivitat zeigten die Tiere der Kontrollgrupe eine Woche p.i.
keine Serokonversion, wohingegen fast 40% der Probiotikatiere bereits erhéhte IgA—Werte
aufwiesen. Diese Beobachtungen decken sich mit denen von BENYACOUB et al. (2003), die
im Serum von mit Enterococus faecium gefitterten Hunden ebenfalls héhere IgA-Werte im
Vergleich zu den Kontrolltieren nachweisen konnten. SCHAREK et al. (2005) konnten bei mit
Enterococcus faecium gefltterten Absetzferkeln, die jedoch ohne Challenge untersucht
wurden, keine Unterschiede der faekalen IgA-Aktivitdt zwischen beiden Fitterungsgruppen
feststellen.

IgG wird nach Antigenkontakt innerhalb von 2 bis 3 Wochen gebildet. Trotz fehlender
Signifikanz zeigt sich eine deutliche Tendenz, nach der die Entwicklung des IgG-Titers im
Serum der Probiotikagruppe drei und vier Wochen p.i. héher ausfallt als in der
Kontrollgruppe. Ahnliche Resultate erzielten BENYACOUB et al. (2003), die im Serum von
mit Enterococus faecium gefiitterten Hunden héhere Werte fiir 1gG gegenliber der
Kontrollgruppe nachweisen konnten. Im Vergleich dazu beobachteten SCHAREK et al.
(2005) eine Verringerung des IgG-Titers im Serum von mit Enterococcus faecium
behandelten Absetzferkeln, die jedoch nicht im Challenge untersucht worden waren. Hierbei
handelte es sich wahrscheinlich um die Abnahme der mit dem Kolostrum aufgenommenen

maternalen Antikdrper.
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Die Wirkungsweise von Enterococcus faecium basiert zum einen auf der kompetitiven
Exklusion, die als eine der wichtigsten gesundheitsférdernden Effekie der probiotischen
Keime angesehen wird (FULLER und GIBSON, 1997; RUAS-MADIEDO et al. 2006).
GARCIA-GALAZ et al. (2004) konnten anhand von in vitro Tests die antagonistische Wirkung
von E. faecium auf E. coli K88 zeigen. Andere Studien berichteten (ber eine Verringerung
der pathogenen Darmbakterien nach der Fitterung von Enterococcus spp. in Tierversuchen
(MARCINACOVA et al. 2006; STROMPFOVA et al. 2006; POLLMANN et al., 2005) und Uber
eine verringerte Durchfallinzidenz bei Ferkeln (ZEYNER und BOLDT, 2006; TARAS et al.,
2006). Aber auch negative Effekte auf das Wachstum von Salmonellen wurden mit Hilfe von
in vitro Versuchen gezeigt (THEPPANGANA et al., 2006). Uber negative Auswirkungen von
E. faecium auf die Darmflora berichten auch VAHJEN und MANNER (2003), die einen
deutlichen Anstieg der Salmonellen- und Campylobacter-Zahl im Kot nach der Fitterung von

E. faecium an Hunde beobachteten.

Die eingesetzten probiotischen Keime (sowohl Gram-positive als auch Gram-negative)
fihren auch zu immunmodulatorischen Effekten. SCHAREK et al. (2005) vermuten, dass die
Probiotikafttterung zu Veranderungen in der Immunmodulation fihrt und sich somit auf den
mikrobiellen Wettbewerb und die intestinale Kolonisation auswirken kann. Somit ist die
Reaktion des Immunsystems auch von der Art der als Probiotikum eingesetzten Bakterien
und den durch sie hervorgerufenen Mechanismen abhangig. Die immunstimulierende
Wirkung von probiotischen Bakterien ist in mehreren Studien z.B. nach der Fitterung von
Enterococcus spp. beschrieben worden (BENYACOUB et al., 2003; KANASUGI et al., 1997;
VINDEROLA et al., 2004). Diese Fahigkeit von E. faecium NCIMB10415 wird unter anderem
auf die Beeinflussung des darmassoziierten lymphatischen Gewebes und die Induktion von
sekretorischem IgA zurlickgefiihrt (RESCIGNO et al., 2001; MACPHERSON et al., 2004).
Wahrend in solchen Studien nur wenige Faktoren untersucht und Anderungen nur eines
dieser Parameter bezlglich der Immunantwort interpretiert wurden, fehlen jedoch haufig
Untersuchungen Uber die Effekte auf die mikrobielle Flora im Darm. Zwei aktuelle Studien
unterstitzen die Notwendigkeit solcher Untersuchungen zur Klarung der Wechselwirkung
zwischen Probiotika und dem lokalen Immunsystem. So zeigten die Wirfe von mit E.
faecium gefiitterten Sauen eine Verringerung der Anzahl von Chlamydien-Infektionen
(POLLMANN et al., 2005) und pathogenen E. coli — Serovaren. In diesem Zusammenhang
wurde jedoch auch Uber einen reduzierten Anteil von CD8+-Lymphozyten im Darm-Epithel
berichtet (SCHAREK et al., 2005). Ahnliche Beobachtungen zur Reduktion von CD8+
Lymphozyten wurden auch bei mit Milchsaurebakterien gefiitterten Mausen gemacht (VITINI
et al., 2000). Basierend auf den Ergebnissen der vorliegenden Studie konnte bei den Ferkeln
der Probiotika-Gruppe nach dem Challenge mit S. Typhimurium DT104 eine signifikante
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Verringerung der CD8+ Zellen im Jejunum und der CD8af+ T-Zellen im Blut nachgewiesen
werden (SCHAREK-TEDIN, 2008).

Im Gegensatz zu den vorangegangenen Studien, bei denen die im Darm vorkommenden
Populationen von E. coli und Chlamydien durch das Probiotikum reduziert wurden, scheint in
der vorliegenden Studie die Fltterung von E. faecium die Invasion und die Manifestation von
Salmonellen, begleitet von einer starkeren Antikdrperreaktion, beglnstigt zu haben. Eine
Erklarung fiir diesen Effekt kdnnte sein, dass es zu einer Verringerung der zytotoxischen
CD8+ Lymphozyten im Darmepithel der Ferkel kam, was letztendlich die Ausbreitung der
Salmonellen férderte. Dabei stellt sich nun berechtigt die Frage, warum in den
vorangegangenen Studien die Reduktion der CD8+ Zellen im Darmepithel nicht zu einer
Erhdhung der Zellzahlen von E. coli und Chlamydien fihrte. Die Erklarung kénnte sein, dass
es sich bei beiden tierexperimentellen Studien um verschiedene Infektionsmodelle handelte.

In der einen Studie waren E. coli und Chlamydia bereits in der Herde als natlrliche Infektion
prasent und konnten aus den meisten Sauen isoliert werden. Méglicherweise fiihrte die
Fltterung von E. faecium zu einer reduzierten lokalen Immunreaktion im Darm der Sauen,
wodurch es wiederum zu einer Reinfektion mit E. coli und Chlamydien, gefolgt von einer
starkeren humoralen Immunantwort kam. Die Ferkel der mit dem Probiotikum gefitterten
Sauen konnten somit durch die maternalen Antikdrper besser vor einer Infektion geschiitzt
werden als die Ferkel aus der Kontrollgruppe. Dies wiirde auch erklaren, warum ein positiver
Effekt nur dann beobachtet wurde, wenn sowohl die Sauen als auch die Ferkel mit E.
faecium geflttert wurden.

In der vorliegenden Challenge Studie hingegen waren die Sauen nicht mit Salmonellen
infiziert gewesen (SCHAREK-TEDIN, 2008), wodurch die abgesetzten Ferkel nach dem
ersten Kontakt mit Salmonellen nach dem Challenge nicht durch maternale Antikérper
geschiitzt waren. Somit basierte die Infektionsabwehr bei den Ferkeln aussschliesslich auf
Grundlage der funktionalen zellularen Antwort. Die Verringerung der CD8+ Zellen durch die
vorherige Zufltterung mit E. faecium kénnte in dieser Situation fir die Immunantwort von
Nachteil gewesen sein, was eine starkere Infektion mit Salmonellen bei den Tieren der
Probiotikagruppe zur Folge hatte. Diese Hypothese wird duch Beobachtungen einer anderen
Studie unterstitzt. Danach berichten EMMANUEL et al. (2007), dass E. faecium bei Ochsen
eine entziindliche Reaktion bei gleichzeitiger Gabe eines probiotischen Hefe-Stammes
induzierte. Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass die vorherige oder parallele
Fltterung von E. faecium eine intestinale Infektion mit pathogenen Erregern nach Challenge
begunstigt.
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Zusammenfassend ist festzustellen, dass die mit Salmonella Typhimurium DT104 infizierten
Ferkel, die sekundar durch die Muttersau (Milch, Kot) beziehungsweise primar durch das
Futter Enterococcus faecium NCIMB 10415 erhielten, weniger in der Lage waren, eine
Salmonellen-Infektion abzuwehren als die Tiere der Kontrollgruppe, was durch die erhéhte
Ausscheidung im Kot und einen starkeren Befall bestimmter Organe mit Salmonellen gezeigt
wurde. Weiterhin flihrte die erhdhte Belastung von Salmonellen im Darm und in den Organen
zu einer friheren und intensiveren Entwicklung der humoralen Immunitat, wie die héheren
spezifischen Antikdrpertiter belegen. Ob diese erhéhte humorale Reaktion eine Folge der
Probiotikabehandlung oder das Ergebnis einer nattrlichen Immunantwort aufgrund der
erhdéhten Salmonellenbelastung war, kann an dieser Stelle nicht geklart werden und sollte

daher durch weitere experimentelle Studien naher untersucht werden.
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6 SCHLUSSFOLGERUNGEN

Diese Arbeit ist Bestandteil eines interdisziplindren Forschungsvorhabens und liefert erste
Ergebnisse Uber den Einfluss von Enterococcus faecium NCIMB 10415 am Modell eines
Challengeversuches bei Absetzferkeln. Die Studien der anderen Teilprojekte basieren auf
demselben experimentellen Ansatz mit dem Ziel, weiterfiihrende Erkenntnisse auf den
Gebieten der Immunulogie, Mikrobiologie, Physiologie und Anatomie zu liefern.
Gemeinsames Ziel ist es, einen wissenschaftlichen Beitrag zum besseren Verstandnis der
Wirkungsmechanismen von Enterococcus faecium NCIMB 10415 zu leisten.

Um Probiotika optimal nutzen und den am besten geeigneten probiotischen Stamm fir den
jeweiligen Zweck auswahlen zu kénnen, ist es erforderlich, die spezifischen Wirkungsweisen
des untersuchten probiotischen Stammes zu verstehen.

Insgesamt lassen die vorliegenden Ergebnisse eine deutliche Wirkung des
Probiotikastammes Enterococcus faecium NCIMB 10415 derart erkennen, dass bei den
Absetzferkeln eine frihere und stérkere humorale Immunitdt nach einer Infektion mit
Salmonella Typhimurium DT104 hervorgerufen wird. Der probiotische Stamm hat jedoch
keine positive Wirkung auf die klinische Symptomatik einer Salmonella-Infektion, die
Organmanifestation und die Ausscheidung im Kot von Salmonellen in den ersten Wochen
bei Absetzferkeln. Im Gegenteil war eine héhere Organmanifestation und Kotausscheidung
bei den Tieren der Probiotikagruppe zu beobachten. Deshalb kann Enterococcus faecium
NCIMB 10415 zum Einsatz als Probiotikum flrr einen besseren Schutz vor einer Salmonella-

Infektion beim Schwein nicht empfohlen werden.

Salmonellen, die von latent infizierten Schweinen U{ber Lebensmittel (Fleisch und
Fleischprodukten) auf den Menschen Ubertragen werden kénnen, stellen ein sehr komplexes
Problem dar. Sollten in der nahen Zukunft die Wirkungsweisen diverser probiotischer Keime
noch besser erforscht sein und diese Stamme dann auch erfolgreich in der Tierernahrung
zum Einsatz kommen, wird die gezielte Verringerung des Eintrages der Salmonellen vom
Schwein in die Lebensmittelkette weiterhin von mehreren Faktoren abhangig sein. Dazu
zahlen Regelungen und MaBnahmen auf der Ebene der Tierbestédnde
(Hygienemanagement, Fitterung, Schweine-Salmonellen-Verordnung), der Schlachtung, der

Verarbeitung und auch des richtigen Umgangs mit Lebensmitteln im Haushalt.
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7 ZUSAMMENFASSUNG

Einfluss von Enterococcus faecium als Probiotikum auf Salmonella Typhimurium DT
104 am Infektionsmodell Schwein

Obwohl die férdernde nutritive Wirkung der probiotischen Enterococcus spp. auf Mause und
den Menschen bereits beschrieben wurde, sind experimentelle Studien bei Grosstieren als
auch Challenge-Versuche mit pathogenen Mikroorganismen selten.

In dieser Arbeit wurde der Einfluss der oralen Gabe von Enterococcus faecium NCIMB
10415 auf mit Salmonella Typhimurium DT104 infizierte Absetzverkel untersucht. Zu
unterschiedlichen Zeitpunkten nach dem Challenge (3, 24, 72 Stunden und 28 Tage p.i.)
wurden die klinischen Symptome, die Ausscheidung im Kot und die Verteilung der
Salmonellen in ausgewédhlten Organen als auch die humorale Immunantwort (anti-
Salmonella-1gG, -IgM und —IgA) im Serum der Ferkel analysiert. Insgesamt wurden 89
Absetzferkel zuféllig in die Probiotika- (43 Tiere) und Kontrollgruppe (46 Tiere)
eingeteilt. Die Tiere der Probiotikagruppe hatten Kontakt mit Enterococcus faecium
sekundar UOber die Muttersau (Kot) und primar durch das Futter ab dem 14.
Lebenstag.

Nach dem Challenge mit Salmonella typhimurium DT104 zeigten die Ferkel beider
Fltterungsgruppen keine schweren klinischen Symptome einer Salmonellose. Allerdings war
die Ausscheidung im Kot und die Besiedlung der Organe mit Salmonellen signifikant héher
bei den mit Enterococcus faecium gefiitterten Ferkeln. GleichermaBen war die humorale
Immunantwort gegen Salmonellen (spezifisches Serum-IgM und -IgA) signifikant héher in der
Probiotikagruppe im Vergleich zu den Kontrolltieren.

Nach den Ergebnissen dieser Studie fUhrte die Gabe von Enterococcus faecium NCIMB
10415 bei den Absetzferkeln der Probiotikagruppe zu einem geringeren Schutz nach
Challenge mit Salmonella typhimurium DT104 als bei den Tieren der Kontrollgruppe, was mit
der erhdéhten Ausscheidung der Salmonellen im Kot und Manifestation in den Organen als
auch anhand der starkeren Produktion spezifischer Antikérper gegen Salmonella
Typhimurium DT104 bei den Tieren der Probiotikagruppe gezeigt werden konnte. Ob die
humoralen Mechanismen, d.h. IgA, IgM und/oder IgG Titer, eine verbesserte Immunantwort
auf die Probiotikabehandlung darstellen oder eine natiirliche Immunantwort auf die erhdhte
Salmonellenbelastung in den Organen sind, muss durch weitere Untersuchungen geklart

werden.
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8 SUMMARY

Influence of a probiotic strain of Enterococcus faecium on Salmonella Typhimurium
DT104 infection in swine as animal model.

Although beneficial nutritive effects of probiotic Enterococcus spp. on different hosts such as
mice and humans have previously been reported, experimental studies on large domestic

animals, as well as challenge studies with pathogenic microorganism are very rare.

In this study, the influence of oral treatment of pigs with the probiotic bacterium Enterococcus
faecium NCIMB 10415 on Salmonella Typhimurium DT104 infections in weaning piglets has
been investigated. At different periods after challenge (3, 24, 48 h and 28 days p.i.), clinical
symptoms, fecal excretion, the distribution of Salmonella in selected organs, as well as the
humoral immune response (Anti-Salmonella-1gG, -IgM, and -IgA) in serum of piglets was
analysed. A total of 89 piglets was randomly divided into the probiotic (43 animals) and
control group (46 animals). The animals of probiotic group had contact to Enterococcus
faecium secondarily through the mother sow (milk, faeces) and primarily through the

supplemented feed, starting from day 14 post partum.

After challenge with Salmonella Typhimurium DT104, piglets of both groups showed no
severe clinical signs of salmonellosis. However, fecal excretion and colonization of
Salmonella in organs was significantly higher in piglets fed with E. faecium. Likewise, the
humoral immune response against Salmonella (specific serum IgM and IgA) was significantly

higher in the probiotic group compared to control animals.

Results of this study suggest that application of Enterococcus faecium NCIMB 10415
enhanced the course of infection in weaning piglets challenged with Salmonella Typhimurium
DT104, which was shown by the increased excretion of Salmonella in faeces and
manifestation in internal organs as well as the higher production of specific antibodies
against Salmonella Typhimurium DT104 in animals of the probiotic group. Whether the
humoral mechanisms, i.e. IgA, IgM and/or IgG titers, represented an enhanced immune
response as a result of the probiotic treatment or the natural immune response to elevated
Salmonella loads in organs will require further study.
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10 ANHANG

Tabelle 22: Zusammensetzung des in der Studie verwendete Grundfutters (g/kg).

Weizenschrot 61,30
Gerstenschrot 13,00
Sojaschrot (Typ 48) 18,30
Kohlensaurer Kalk 1,60
Monocalciumphosphat 1,49
Mineralvormischung 1,61
Sojadl 2,00
Lysin 0,30
Methionin 0,04
Probiotikum 0,03
Viehsalz 0,36
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