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III. Eigene Untersuchungen
1. Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war es, bestehende Unterschiede ausgewdhlter Parameter der spezifi-
schen Abwehr zu erfassen, die durch die Supplementierung der probiotischen Kulturen

Enterococcus faecium NCIMB 10415 (Cylactin®) oder Bacillus cereus var. Toyoi NCIMB
40112 (Toyocerin® ) an tragenden und laktierenden Sauen und deren Wiirfe herbeigefiihrt

wurden.

In zwei Versuchsdurchgingen sollten durch Sandwich-ELISA™s untersucht werden, in-

wieweit die vorgenannten probiotischen Kulturen Einfluss ausiiben

1. auf das systemische Immunsystem bei klinisch gesunden, tragenden und laktieren-
den Sauen — durch quantitative Erfassung der IgG-Konzentrationen bei der Probio-
tikagruppe und der Kontrollgruppe zu verschiedenen Zeitpunkten, gemessen an den
Gesamt-Serum-IgG-Mengen,

2. auf das lokale Immunsystem bei ebendiesen Gruppen durch quantitative Erfassung
der sIgA-Konzentrationen in den Faeces und in der Molke,

3. auf die Ferkel der in 1. und 2. erfassten Sauen zu einem Zeitpunkt der erst begin-
nenden Eigensynthese der Imnmunglobuline und insbesondere wihrend der Zeit der
,immunologischen Liicke*, die fiir die Tiere verbunden ist mit dem Absetzen von
der Mutter und zahlreichen Stressoren, gemessen an den Gesamt-Serum-IgG- und

sIgA-Mengen in Serum bzw. Faeces.

Des Weiteren wurde in einem spezifischen ELISA Untersuchungen zum Nachweis spezifi-
scher Antikorper gegen die Shiga-Toxin-Variante 2e (Stx2e) bei E. coli (STEC) der Se-
rogruppen O138:K81 und O141:K85ac im Serum ausgewdhlter Tiere aus dem ersten Ver-

suchsdurchgang durchgefiihrt.
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2. Material und Methoden

2.1. Immunologische Methodik

Um Antikorper, funktionelle Teile von Antikorpern bzw. Antigene nachzuweisen, konnen
verschiedene Techniken genutzt werden. Dabei ist die diagnostische Aussagekraft eines
immunologischen Verfahrens entscheidend von seiner Sensitivitit und Spezifitit abhingig.
Der Enzym Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) ist ein Testverfahren, das Antigene
oder Antikorper durch einen Enzym-markierten Antikorper (Konjugat) und einer dadurch
katalysierten Farbreaktion nachweisen kann. Je nach zu untersuchender Probe kommen
verschiedene ELISA-Testformate zum Einsatz.

Im kompetitiven ELISA konkurrieren eine fixierte Menge von markiertem Antigen und
eine unbekannte Menge der unmarkierten Antigenprobe um einen Antikorper. Es wird ein
Unterschuss an Antikorpern eingesetzt, und das Verhiltnis des markierten Antigens und
des Analyten (Probenantigen) wird anschlieBend photometrisch gemessen. Die Intensitét
des Signals ist dabei direkt proportional zur Menge an gebundenem Enzym, also umge-
kehrt proportional zur Menge an Analyt in der Probenldsung. Der Assay kann auch umge-
kehrt angewendet werden, um Antikdrper zu messen. Dieses Prinzip lésst sich als direkter
oder indirekter ELISA anwenden.

Bei nicht-kompetitiven Tests ist nur die Probe in einer limitierenden Konzentration vor-
handen. Hier wird das Antigen von zwei Antikorpern gebunden, die beide im Uberschuss
vorhanden sind. Da der Analyt hier von zwei ,,Antikdrperschichten umgeben ist, hei3t
dieser ELISA auch Sandwich-Immunoassay (CHAVEZ-OLORTEGUI et al., 2001). Vor-
aussetzung ist, dass der Analyt dabei mindestens zwei Bindungsstellen fiir Antikorper
(Epitope) trdgt. Er ist daher nicht fiir Haptene einsetzbar, da diese nur eine antigene De-
terminate aufweisen. Im ersten Schritt wird spezifischer Antikdrper unspezifisch an die
Mikrotiterplatte (MTP) gebunden. Durch Inkubation erfolgt eine Proteinabsittigung. Nach
Waschschritten wird die zu testende antigenhaltige Losung in den Verdiinnungsstufen auf
die Unterlage pipettiert. Nach Inkubation und weiteren Waschschritten wird der enzym-
markierte Antikorper zugegeben, der wie der erste Antikorper spezifisch fiir das gesuchte
Antigen sein muss. Im letzten Schritt wird ein Testsubstrat zugegeben, z.B. Meerrettichpe-
roxidase, dessen Spaltung durch das Enzym einen Farbumschlag auslost. Das photomet-

risch gemessene Signal ist hier direkt proportional mit der Menge an Analyt in der Proben-
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16sung. Da dieses Format (Sandwich-ELISA) im Rahmen dieser Arbeit eingesetzt wurde,

soll er im Folgenden genauer erldutert werden.

2.1.1. Sandwich-ELISA

inakives Subsiral -

akives Subsirat * - ’

B Probend néxgen

enzymTarkiener
Hachereis-hntkimper
"Deteliionshnikirper”

FangAnikErper
“Lapture”

Mikrosterplase MTF)

Abbildung 10: Aufbau des Sandwich-Modells

Zunichst wird der Fang-Antikorper, auch Capture-Antikorper, in die Kavitidten oder Wells
einer MTP (meist spezielle 96-Well-MTP) aufgebracht und immobilisiert. Dazu verwendet
man in der Regel Beschichtungspuffer, die gut auf Oberfldchen absorbieren (Coating). Zur
Absittigung und Blockierung noch freier Bindungsstellen der MTP wird anschliefend mit
einem geeigneten Reagenz inkubiert. AnschlieBend wird iiberschiissiges Material durch
(zumeist mehrere) Waschschritte entfernt. Im néchsten Arbeitsschritt wird die Probenlo-
sung und der oder die Standards in den verschiedenen Verdiinnungsstufen aufgetragen und
inkubiert, woran sich weitere Waschschritte anschliefen. Im Anschluss daran wird der
enzymmarkierte Sekundar-Antikorper (auch Nachweis-, Detektor- oder Detektions- Anti-
korper) inkubiert. Haufig wird Meerrettich-Peroxidase (Horseradish-Peroxidase, HRP)
verwendet, da dieser duflerst empfindlich als Marker reagiert (PORSTMANN und KIES-
SIG, 1992). Durch erneutes Waschen wird tiberschiissiger zweiter Antikorper entfernt und
dann ein Farbsubstrat zugegeben. Das Enzym bildet einen Komplex mit Wasserstoffper-
oxid (H,0,) und ist daher in der Lage, organische Substrate zu oxidieren. Durch das En-
zym wird das zunichst farblose Substrat umgewandelt. Vor der photometrischen Messung

wird oft ein Reagenz zugefiigt, um die Substratumwandlung abzustoppen. Die anschlie-
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Bend gemessene Intensitiat mittels ELISA-Reader ist proportional zur Antigen-Menge in

der Probe.

2.2. Gerite und Materialien

2.2.1. Gerite

Folgende Gerite wurden zur Durchfiihrung verwendet:

Gerit - Typ Hersteller / Firma

Brutschrank - Certomat S B. Braun Biotech

Gefrierschrank Liebherr

Kiihlschrank - electronic Siemens

Kiihlzentrifuge — Vacuum-Concentrator BA- | Helmut Saur, Reutlingen

VC-300 H

Kiihlzentrifuge — 5417 R Eppendorf

Kurzzeitmesser C. Roth, Karlsruhe

Laborwaage Sartorius AG, Gottingen

Magnetriihrer C. Roth, Karlsruhe

Mikrotiterplatten-Autowasher — ELX 50 BIO-TEK Instruments

Mikrotiterplatten-Schiittler — Titermax 100 Fa. Heidolph

Pipettiergerite (verschiedene Grofien) — Eppendorf

eppendorf research

Plattenphotometer — Multiscan Ascent Fa. Labsystems

(Versuch 3)

Plattenphotometer - Tecan-Spectra Fa. Tecan

Tischzentrifuge - Centrifuge 5417 R Eppendorf

Vortexer - Typ Vortex Genie 2 Scientific Industries Inc., Bohe-
mia

Tabelle 9: Geriite zur Versuchsdurchfiihrung
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2.2.2. Laborbedarf

Bezeichnung

Hersteller / Firma

Pipettenspitzen 0,5-10; 10-100; 30-300; 100-
1000; 500-5000u1

Greiner, Frickenhausen

Reaktionsgefie 0,5; 1,5; 2 ml

C. Roth, Karlsruhe

Riihrspatel

Merck, Darmstadt

Kaniilen, 1,2 x 40 mm

Heiland, Hamburg

Mikrotiterplatten (MTP) — high binding mit
Abdeckung, 96 Vertiefungen
(Versuche 1 und 2)

Greiner, Frickenhausen

MTP — U96 Polysorp Nunc Immuno

Nunc, Wiesbaden

(Versuch 3)
Latex- Einmalhandschuhe C. Roth, Karlsruhe
Mundschutz C. Roth, Karlsruhe

Becher, Kolben und Flaschen verschiedener
GroBien

Instituts-Inventar

Tabelle 10: Laborbedarf
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2.3. Reagenzien / Chemikalien

Bezeichnung - Name

Hersteller

Na,CO5; — Natriumcarbonat

C. Roth, Karlsruhe

NaHCOj; — Natriumhydrogencarbonat

Merck, Darmstadt

NaCl — Natriumchlorid

C. Roth, Karlsruhe

KCl1 — Kaliumchlorid

C. Roth, Karlsruhe

NazHPO4 X 2H20 -
di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat

C. Roth, Karlsruhe

KH,PO, — Kaliumdihydrogenphosphat

C. Roth, Karlsruhe

BSA — bovines Serumalbumin

Sigma-Aldrich Corp.

Tween 80

C. Roth, Karlsruhe

HzOz

C. Roth, Karlsruhe

BSA —bovines Serumalbumin

Sigma-Aldrich Corp.

H>SO4 — Schwefelsdure 1 M

C. Roth, Karlsruhe

Aprotinin

Sigma-Aldrich Corp.

Leupeptin Hemisulfat

Sigma-Aldrich Corp.

4-(2-Aminoethyl)-Benzenesulfonyl Fluoride

Sigma-Aldrich Corp.

AEBSF-Hydrochlorid — 4-(2-Aminoethyl)
Benzene Sulfonyl Fluoride-Hydrochlorid

Sigma-Aldrich Corp.

ABTS-2,2-Azinobis-(3-ethylbenzothiazolin-

6-sulfonsidure) Diammoniumsalz

Sigma-Aldrich Corp.

OPDA - o-Phenylendiamin-Dichlorid

C. Roth, Karlsruhe

Dextran-Sulfat — Dextran Sulfate Sodium

Salt from Leuconostoc ssp.

Sigma-Aldrich Corp.

HyO0est C. Roth, Karlsruhe
Tabelle 11: Reagenzien und Chemikalien

2.3.1. Puffer und Losungen

- Beschichtungspuffer:
Carbonatpuffer, pH 9,6 (Coating buffer 1):
Na2C03 3,1 g
NaHCO3 5,9 g
HZOdest ad 1000 ml
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Citrat-Puffer, ph 5 (Coating-buffer II):

Citronensédure-Monohydrat

Na,HPO, x 2H,0
H2Odest

- Waschpuffer
Phosphat gepufferte Salzlosung (PBS 1M), pH 7.42:

10,3 g
182¢
ad 1000 ml

NaCl

KCl1

KH,PO,
Na,HPO, x 2H,0
H;O4est

bzw. PBS-Tween:

zuziiglich Tween 80

- Blockierungspuffer

PBS 1% BSA:
BSA
PBS

- Farbreagenz

OPDA, gelost in Citratpuffer:

OPDA
Citratpuffer pH 5,2
H>O, (30 %)

- Stoppreagenz

H,SO; (Schwefelsdure) 1 M

8¢

02¢g

02¢g

1,26 g

ad 1000 ml

0,05 % (v/v) in PBS

lg
ad 100ml

4 mg
10 ml
20 ul (v/v)
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Folgende Losungen wurden fiir die Herstellung des Extraktionspuffers zur Gewinnung von

sIgA aus den Faeces verwendet:

PIC (Proteasen-Inhibitoren-Cocktail) - (nach HANEBERG et al., 1994):

Aprotinin 0,1 mg/ml H,O
Leupeptin-Hemisulfat 0,5 mg/ml H,O
AEBSF-Hydrochlorid 4,8 mg/ml H,O

Bestatin-Stammlosung:

Bestatin-Hydrochlorid 1 mg/ml PBS

Zur Extraktion von sIgA aus den Faecesproben wurde folgender Puffer verwendet:

Extraktionspuffer
Magermilchpulver 2,5¢
PBS ad 50 ml

- 30 - 60 min bei Raumtemperatur riihren
- dann weiter auf Eis:
Proteasen-Inhibitoren-Cocktail (PIC), s.o0. 500 ul

Bestatin-Stammlosung, s.o. 100ul

2.3.2. Antikorper und Nachweisantikorper

Als Primérantikorper (Capture-Antikorper) kamen bei der Beschichtung der MTP folgende

polyklonale Antikorper zum Einsatz:

zum Nachweis von IgG im Serum:

Ziege-anti-Schwein IgG
Immunglobulinfraktion aus Ziegenserum
Verdiinnung: 1/100 -1/1000

Spezifitiat: AA/41

Hersteller: Serotec, Kidlington, Oxford
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zum Nachweis von sIgA im Faeces und in der Molke:

Ziege-anti-Schwein IgA
Immunglobulinfraktion aus Ziegenserum
Verdiinnung: 1/100 -1/1000

Spezifitat: AA/40

Hersteller: Serotec, Kidlington, Oxford

zum Nachweis von rHis-StxB2e im Serum (im spezifischen ELISA):

Antigen rHis-StxB2e (eigene Herstellung des Institutes fiir Hygiene und Infektions-
krankheiten der Tiere und der Klinik fiir Wiederkduer und Schweine, Justus-Liebig-

Universitit Gieflen)

Folgende Detektionsantikorper wurden eingesetzt, verdiinnt mit PBS-Tween + 1% BSA:

zum Nachweis von IgG im Serum:

Ziege-anti-Schwein IgG, konjugiert mit HRP (Horseradish Peroxidase)
Immunglobulinfraktion aus Ziegenserum

Spezifitiat: AA/41P

Verdiinnung: 1/10.000 — 1/100.000

Hersteller: Serotec, Kidlington, Oxford

zum Nachweis von sIgA in den Faeces und in der Molke:

Ziege-anti-Schwein IgA, konjugiert mit HRP (Horseradish Peroxidase)
Immunglobulinfraktion aus Ziegenserum

Spezifitit: AA/40P

Verdiinnung: 1/10.000 — 1/100.000

Hersteller: Serotec, Kidlington, Oxford

zum Nachweis von rHis-StxB2e im Serum (spezifischer ELISA):

Ziege-anti-Schwein-IgG, konjugiert mit HRP (Horseradish Peroxidase)
Immunglobulinfraktion aus Ziegenserum
Nr. 114-035-003

Hersteller: Fa. Dianova, Hamburg
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2.3.3. Probenmaterial

Als Probenmaterial diente in allen 3 Versuchen:
- Serum
- Faecesextrakt

- Molke

2.4, Software

Fiir die statistische Darstellung und Auswertung wurden die Programme Tecan Spectra,

Excel 2000 sowie SPSS 12.0 genutzt.

3. Versuch 1

Untersuchungen zum Einfluss von E. faecium NCIMB 10415 (Cylactin®) auf den Immun-

status von tragenden und laktierenden Sauen und deren Ferkeln

3.1. Tiere und Flitterung

Der Versuch wurde durchgefiihrt an der Freien Universitit Berlin, Fachbereich Veterinir-
medizin, Tiererndhrung, Standort Berlin-Diippel. An tragenden Sauen und ihren Wiirfen
wurde in einem interdisziplindren Forschungsprojekt die Wirkung des probiotischen Fut-
terzusatzes E. faecium NCIMB 10415 (Cylactin®) untersucht.

26 tragende Sauen der Rasse Landrasse und Duroc wurden in 2 Gruppen eingeteilt. Eine
Gruppe Sauen wurde fiir 17 Wochen (90 Tage vor dem errechneten Geburtstermin bis zum
28. Tag nach der Geburt) mit dem oben beschriebenen Probiotikum supplementiert (= Pro-
biotikagruppe), die andere Gruppe fungierte als Kontrollgruppe und bekam das gleiche
Futter ohne Probiotikum. Die Sauen wurden bis zum 10. Tag vor dem errechneten Abfer-
keltermin in Gruppen von 3 - 4 Tieren, anschliefend in Einzelboxen mit Einstreu bis zum
Absetzen ihrer Ferkel gehalten. Die Ferkel der Probiotikagruppe wurden mit Beginn der
Futteraufnahme ab dem 15. Lebenstag (LT) bis einschlieBlich des 56. LTes mit dem glei-
chen Probiotikum E. faecium NCIMB 10415 supplementiert. Alle Ferkel wurden am 28.
LT abgesetzt und zu zweit oder dritt in Flat-Deck-Batterien mit 2 m* Grundfliiche gehalten.

Beide Gruppen wurden strikt rdumlich getrennt bei ansonsten identischen Haltungsbedin-



48 II1. Eigene Untersuchungen

gungen. Jede Gruppe wurde von eigenen Tierpflegern versorgt, simtliche Gebrauchsmittel
wie z. B. Desinfektionsspray wurden separat angewendet. Ebenso wurde der Kontakt zwi-
schen den Tierpflegern auf ein notwendiges Minimum reduziert, um die mikrobiellen Be-
dingungen der Untersuchungsgruppen nicht zu vermischen. Der Kot der Kontrollgruppe
wurde regelmiBig auf ,,Abwesenheit* des Probiotikums untersucht und bestitigt (MACHA
et al., 2004). Die Beleuchtung war tiglich 16 Stunden eingeschaltet, die Raumtemperatur
lag in etwa um 21,5 °C und die Luftfeuchtigkeit um 65 %. Das Grundfutter fiir die Sauen
beider Gruppen bestand aus Gerste und Weizen in pelletierter Form, die Ferkel wurden mit
Weizen und Sojaextraktionsschrot als Masch gefiittert. Die Ferkel erhielten ein Vorstarter-
Futter vom 15. bis 28. und ein Ferkelaufzuchtfutter vom 29. bis 56. LT, beides wurde in-
klusive Wasser ad libitum angeboten. Die Rationskalkulationen erfolgten gemif3 den Emp-
fehlungen der Gesellschaft fiir Erndhrungsphysiologie (GFE).

Das Probiotikum ist deklariert als NCIMB 10415, ebenso beschrieben als E. faecium SF 68
(MANNER und SPIELER, 1997; BENYACOUB et al., 2003). E. faecium NCIMB 10415
wurde unter der Warenbezeichnung Cylactin® von Cerbios-Pharma (batch no. AG0551,
Barbengo, Switzerland) als Futter-Additiv bezogen und in Kapselform (Mikrokapseln) den
Futterpellets bei 50 °C beigemischt. Die Konzentration des supplementierten E .faecium im
Futter wurde zu verschiedenen Zeitpunkten gemessen und betrug bei den tragenden Sauen
1,6 (x0,5 x 106, bei den laktierenden Sauen 1,2 (= 0,3) x 106, den Saugferkeln 1,7 (%=
0,8) x 10° und den abgesetzten Ferkeln 2,0 (= 0,4) x 10° verfligbare Zellen / g Futter
(MACHA et al., 2004). Nur diejenigen Wiirfe wurden fiir die weiteren Untersuchungen
eingesetzt, welche auch nach 24 Stunden post partum (p. p.) wenigstens 9, aber nicht mehr
als 15 Ferkel zédhlten. Von beiden Gruppen wurde je ein zufillig ausgewdhltes Ferkel pro
Wurf am 14., 28., 35. und 56. LT mit Pentobarbital euthanasiert und nach mikrobiologi-
schen, immunologischen, physiologischen und histologischen Kriterien an verschiedenen
Instituten untersucht.

Die eigenen Untersuchungen bezogen sich auf die quantitative Messung der Gesamt-
Immunglobulin-Titer in Serum (IgG), Faeces und Molke (sIgA) bei den Sauen sowie in
Serum (IgG) und Faeces (sIgA) bei den Ferkeln. Um die Versuchsergebnisse nicht falsch
zu interpretieren, wurden die Ferkel weder geimpft noch anderweitig behandelt. Krank
gewordene Tiere wurden aus dem Versuch entfernt. Die Sauen erhielten auflerhalb des
Untersuchungszeitraumes und zeitlich ohne Auswirkungen auf eigene Messergebnisse eine

PRRS (porcine reproductiv and respiratory syndrom) -Impfung.
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3.2 Bestimmung des Gesamt-IgG im Serum
3.2.1. Gewinnung und Umfang der Proben

Zundchst wurde allen Tieren Vollblut aus der Vena jugularis mittels Kaniile und Zitrat-
rohrchen entnommen. Anschliefend wurde das Blut eine Stunde bei Raumtemperatur (RT)
zur Optimierung der Blutgerinnung inkubiert. Danach wurde die Probe zentrifugiert mit
10.000 x g fiir 15 min und 4 °C. Das iiberstehende Serum wurde aliquotiert und bei -20 °C
eingefroren. Die erste Blutentnahme erfolgte bei den Sauen vor Beginn der Supplementie-
rung mit E. faecium (91. d a. p.) zur Erstellung von Basiswerten. Der zeitliche Ablauf der
Blutentnahme bei den Sauen ist in Abbildung 11 dargestellt. Insgesamt wurden 165 Blut-
proben gewonnen (94 Probiotika / 71 Kontrolle) zu 7 verschiedenen Zeitpunkten der

Gestation bzw. Laktation.

1. 2. 3. 4. 5. 6. 7.
Supplementierung mit E. faecium >

Probenentnahme Sauen

-91 -31 -20 -10 -3 +14 +28 Tage ante (-) bis
v post (+) partum

Fiitterungsbeginn Fiitterungsende

90 Tage ante partum 28 Tage post partum

Abbildung 11: Zeitlicher Ablauf der Blutprobenentnahme Sauen, Versuch 1
Angegeben sind die Anzahl der Probenentnahmen mit dem dazugehorigen Gestations- bzw. Laktationstag. Zudem ist der

Fiitterungszeitraum mit E. faecium NCIMB 10415 (weil} im Pfeil) hervorgehoben.

Bei den Ferkeln wurden in 8 Ziehungen im wochentlichen Abstand Blutproben entnom-
men, beginnend am 7. LT und endend am 56. LT, siehe Abbildung 12. Insgesamt wurden
148 Serumproben (78 Probiotika / 70 Kontrolle) untersucht.
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1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. Probenentnahme Ferkel
Supplementierung mit E. faecium >

7 14] 21 28 35 42 49 |56 Lebensalter in Tagen
v . v
Fiitterungsbeginn : Fiitterungsende
15. Lebenstag 56. Lebenstag
v
Absetzalter (28 Tage)

Abbildung 12: Zeitlicher Ablauf der Blutprobenentnahme Ferkel, Versuch 1
Angegeben sind die Anzahl der Probenentnahmen mit dem dazugehorigen Lebensalter in Tagen. Zudem sind der

Absetz-Zeitpunkt und der Fiitterungszeitraum mit E. faecium NCIMB 10415 hervorgehoben.

3.2.2. Versuchsaufbau und —optimierung

Der Nachweis fiir die Bestimmung des Gesamt-IgG im Serum der Sauen bzw. der Ferkel
wurde mit einem Sandwich-ELISA durchgefiihrt. Das Serum wurde zuvor aliquotiert 2 x a
100 pl und eingefroren bei -20 °C, die Originalprobe anschlieend bei -80 °C. Da kein
Referenzserum zur Verfiigung stand, wurde von 30 Tierproben je 100 pl Serum entnom-
men, vermischt und in Aliquots zu je 50 ul abgefiillt. Diese Losung fungierte als eigene
,Kontrolle* und wurde wie die Proben auf die MTP verbracht. Erst nach allen durchge-
fiihrten Messungen wurde diese Kontrolle rechnerisch standardisiert. Zunédchst wurden auf
jede MTP 4 Proben und die Kontrolle als Doppelbestimmung und in den Verdiinnungsstu-

fen 2'® bis 2** aufgetragen wie in Abbildung 13 ersichtlich:
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Abbildung 13: Beschichtung der MTP zur Versuchsoptimierung

Ersichtlich sind die Anzahl der Proben und die Anzahl der Verdiinnungsstufen (2'8 bis 2%%). Um das Anhaften der Probe
an der Pipettenspitze und damit verbundene falsch hohe Werte zu minimieren, wurden die Proben von unten nach oben
(z.B. beginnend ab G1 und G2 (=hochste Verdiinnungsstufe) - bis Al und A2 (=niedrigste Verdiinnungsstufe) aufgetra-

gen.

Ein Beispiel eines typischen Messwerteverlaufes zeigt die folgende Abbildung:

Vorversuche, E. faecium, Serum-IgG [, 5001

—&— Probe 1
Probe 2
Probe 2
—%— Probe 3

492 nm

—e— Probe 3

—+— Probe 4
Probe 4
Probe 5
Probe 5
Kontrolle

oD

) o Kontrolle

NG NN N N
Verdiinnungstufen 2'® bis 224

Abbildung 14: grafische Darstellung des Messwerteverlaufes, Vorversuch zu Versuch 1
Ersichtlich sind die Verdiinnungsstufen 1 : 2'® bis 1 : 2%* | die im Zweifachansatz aufgetragenen Proben, die Kontrolle

und die Leerwerte (= blanc). Gemessen wurde bei einer Optischen Dichte (= OD) von 492 nm.
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Durch die Menge der Proben bedingt, wurden die Verdiinnungsstufen nach Auswertung
des sigmoidalen Kurvenverlaufes (Messung im steilsten Bereich der Kurve) mit den groB3-
ten Extinktionsunterschieden von 7 auf 4 reduziert, gleichzeitig wurden die Verdiinnungen
als 3fach-Ansatz auf die MTP aufgetragen und mehrere Kavititen zur Bestimmung des
Leerwertes freigelassen, womit nun jeweils 6 Proben und die Kontrolle auf die MTP ver-
bracht werden konnten. Die Beschichtung der MTP wihrend der Versuchsdurchfiihrung
veranschaulicht Abbildung 15.

b b g

V V- \'

Kontrolle

= |
I~ |
o

I oG m m O O ®m >»
0000

O O OO0 O0)e
OO O O0J0O OO

= 0 0O O
OO0O0O0

I

Abbildung 15: Beschichtung der MTP nach Versuchsoptimierung
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Probe 6 blanc

Ersichtlich sind die Anzahl der Proben, die Anzahl der Verdiinnungsstufen (2" bis 2%') und die Anzahl der leeren Kavi-

titen (= blanc).

3.2.3. Durchfiihrung des Sandwich-ELISA

Das Protokoll des Sandwich-ELISA zur Bestimmung des Gesamt-IgG im Serum zeigt Ta-
belle 12:
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Arbeitsschritt ul/Well |Inkubation / Bemerkung
1 |Beschichtung der Mikrotiterplatte (MTP) |50 2 h bei 37 °C, iiber Nacht bei
mit dem Fang-Antikorper (=Capture-IgG) 4 °C/ Coating
1 : 250 in Carbonatpuffer pH 9,5
2 | Waschen mit PBS, pH 7,42; 200 Waschen
5x mittels ELISA-Washer
3 |Blockierung mit PBS + 1% BSA 200 2 h bei 37 °C / Absiittigung
4 | Waschen mit PBS, pH 7,42; 200 Waschen
5x mittels ELISA-Washer
5 | Verdiinnung der Serumproben incl. Kon- |50 3hbei37°C/
trolle und Auftrag als Dreifachansatz: Inkubation der Proben
1: 2" bis 1: 2*' mit PBS + 1 % BSA
6 | Waschen mit PBS + Tween 0,05 %, 200 Waschen
pH 7,42; 5x mittels ELISA-Washer
7 |Zugabe des Nachweis-Antikorpers: 50 2 h bei 37°C / Konjugation
(NAK-IgG) 1 : 800 in PBS-Tween 0,05 %
+1 % BSA
8 | Waschen mit PBS, pH 7,42; 200 Waschen
5x mittels ELISA-Washer
9 | Farben mit OPDA-L6sung 100 20 min bei RT im Dunkeln /
OPDA + Citratpuffer + H,O, Substratauftrag
10 | Abstoppen der Umsetzungsreaktion mit |50 RT/
Schwefelsdure 1M durch Absenkung des Abstoppen
pH
11 |Photometrische Messung bei einer Opti- Messung innerhalb von 5
schen Dichte (OD) von 492 nm Minuten nach Abstoppen

Tabelle 12: Protokoll der einzelnen Arbeitsschritte des Sandwich-ELISA zum Nachweis des Gesamt- IgG im
Serum
Neben den durchgefiihrten Arbeitsschritten sind die aufgetragenen Mengen pro Kavitit in pl/Well und die Temperatur-

und Zeitangaben ersichtlich. Fettgedruckt (rechte Spalte) wurde die Kurzbezeichnung des jeweiligen Arbeitsschrittes.

Die Inkubation erfolgte bei gleichzeitigem Schiitteln mit 140 rpm. Nach jedem Waschen
mit insgesamt 5 Waschritten wurden die MTPn mit der Oberseite nach unten gekehrt auf

ein sauberes Tuch gut ausgeklopft. Die verwendeten Proben wurden nach Herstellung der
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Verdiinnungsschritte sofort wieder bei -20 °C eingefroren, um evtl. fiir zusétzliche Unter-
suchungen genutzt werden zu konnen. Neben dem Auftragen der Proben und der Kontrolle
auf die MTP wurden mehrere Kavititen (sieche Abb. 15) als Leerwerte bzw. blanc genutzt.
Wihrend der einzelnen Inkubationsschritte wurden die Platten jeweils durch einen speziel-

len Deckel fiir ELISA-Platten abgedeckt.

3.3. Bestimmung des Gesamt-IgA in den Faeces

3.3.1. Gewinnung und Umfang der Proben

Faeces wurde den Sauen mit Hilfe eines Handschuhes aus dem Rektum entnommen, bei
den Ferkeln entweder unmittelbar nach der Defédkation aufgefangen oder ebenso aus dem
Rektum entnommen. Die Proben wurden mit ithren zugehdrigen Codes beschriftet und so-

fort bei -20 °C bis zur weiteren Bearbeitung / Untersuchung eingefroren.

Sauenproben wurden gewonnen zu 7 verschiedenen Zeitpunkten. Diese entsprechen den
dargestellten Zeitpunkten aus Abbildung 11 (siche Punkt 3.2.1.).
Insgesamt wurden 171 Proben (94 Probiotika / 77 Kontrolle) untersucht zu 7 verschiede-

nen Messzeitpunkten.

Im Versuch 1 wurden 256 Ferkel-Faecesproben (123 Probiotika / 130 Kontrolle) zu 8 ver-
schiedenen Zeitpunkten untersucht, diese entsprechen Abbildung 12 (sieche 3.2.1.).

3.3.2. Versuchsaufbau und —optimierung

Zur Bestimmung des Gesamt-IgA in den Faeces der Sauen und Ferkel wurde ebenfalls ein

Sandwich-ELISA durchgefiihrt.

Nach dem Gewinnen der Faecesproben wurde eine etwa erbsengrofle Menge je Original-
probe in ein 2 ml Eppendorf-Gefdal durch einen Spatel iiberfiihrt und mit Parafilm ver-
schlossen. Dieser wurde mit einer Kaniile perforiert und die Probe dann 4 h ohne Wirme-
zufuhr in der Vakuumzentrifuge getrocknet. Zur Extraktion der Antikorper aus den ge-
trockneten Faeces wurde ein Extraktionspuffer verwendet (nach HANEBERG et al., 1994,

siehe Punkt 2.3.1.). Fiir die Extraktion wurden die getrockneten Faecesproben gewogen,
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ca. 2 mg in ein Reaktionsgefal tiberfiihrt und nach nochmaligem Wiegen mit der 15-
fachen Menge des Extraktionspuffers rehydratisiert. AnschlieBend wurde mehrfach inver-
tiert, bis eine homogene Losung entstand. Nach 60 min wurde die Suspension zentrifugiert
(10.000 x g, 10 min, 4 °C). Der erhaltene Uberstand wurde in ein weiteres Reaktionsgefif3
pipettiert. AnschlieBend wurde das Sediment ein zweites Mal, diesmal mit der 10-fachen
Menge des Extraktionspuffers, rehydratisiert. Der erhaltene zweite Uberstand wurde zu-
sammen mit dem ersten Uberstand invertiert und danach 5 min zentrifugiert (4 °C, 3000 x
g). Der klare Uberstand wurde je Probe in 3 ReaktionsgefiBen a 100 ul aliquotiert. Wih-
rend der gesamten Extraktion wurde darauf geachtet, dass alle Proben und verwendete Lo-
sungen auf Eis lagerten. Aufler den verwendeten Proben wurden die originalen Faecespro-
ben, die getrockneten Faecesproben und die Faecesextrakte fiir eventuelle weitere Untersu-

chungen bei -80 °C aufbewabhrt.

Ebenso wie bei der Gesamt-IgG-Bestimmung im Serum stand auch hier keine Referenzlo-
sung zur Verfiigung. Es wurde daher ebenso verfahren wie in Punkt 3.2.2. beschrieben.

Die MTP wurde zunidchst wie in den Vorversuchen entsprechend 3.2.2 beschichtet, begin-
nend mit der Verdiinnung 1 : 2. Auch hier wurden spiter nur noch 4 Verdiinnungsstufen
(6 Proben und die Kontrolle) nach Ermittlung der gro3ten Extinktionsunterschiede als 3-
fach-Bestimmung auf die MTP aufgetragen.

Das mitgefiihrte Protokoll zeigt Tabelle 13.
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3.3.3. Durchfiihrung des Sandwich-ELISA
Arbeitsschritt ul/Well | Inkubation / Bemerkung
1 |Beschichtung der MTP mit Capture-IgA |50 2 h bei 37°C, dann iiber
1:250 in Carbonatpuffer pH 9,5 Nacht bei 4 °C/ Coating
2 | Waschen mit PBS, pH 7,42; 200 Waschen
5 x mittels ELISA-Washer
3 | Blockierung mit PBS + 1 % BSA 200 2 h bei 37 °C / Absiittigung
4 | Waschen mit PBS, pH 7,42; 200 Waschen
5 x mittels ELISA-Washer
5 |Verdiinnung der Faecesextrakt-Proben |50 3hbei37°C/
inclusive der Kontrolle als Dreifachansatz: Probenauftrag
1:2"bis 1: 2'° mit PBS + 1 % BSA
6 | Waschen mit PBS + Tween 0,05 %, 200 Waschen
pH 7,42; 5 x mittels ELISA-Washer
7 | Zugabe des Nachweis-Antikorpers: 50 2 h bei 37 °C / Konjugation
NAK-IgA 1: 800 in PBS-Tween 0,05 % +
1 % BSA
8 | Waschen mit PBS, pH 7,42; 200 Waschen
5 x mittels ELISA-Washer
9 | Firben mit OPDA-L6sung 100 20 min bei RT, Im Dunkeln
OPDA + Citratpuffer + H,O, / Substratauftrag
10 | Abstoppen der Umsetzungsreaktion mit|50 RT / Abstoppen
Schwefelsdure 1M
11 | Photometrische Messung bei einer OD von Messung innerhalb von 5
492 nm Minuten nach Abstoppen

Tabelle 13: Darstellung der einzelnen Arbeitsschritte des Sandwich-ELISA zum Nachweis des Gesamt- IgA in den
Faeces
Neben den durchgefiihrten Arbeitsschritten sind die aufgetragenen Mengen pro Kavitit in pl/Well und die Temperatur-

und Zeitangaben ersichtlich.

Die Inkubation erfolgte ebenfalls bei gleichzeitigem Schiitteln mit 140 rpm. Auch hier
wurden die MTPn nach den 5 Waschschritten gut ausgeklopft. Die Nutzung neuer Pipet-

tenspitzen fiir jede Probe war obligatorisch.
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3.4. Bestimmung des Gesamt-IgA in der Molke

34.1. Gewinnung und Umfang der Proben

Von 25 Sauen (16 Probiotika / 9 Kontrolle) wurden zu 4 verschiedenen Zeitpunkten Ko-

lostrum- bzw. Milchproben entnommen, siche Abbildung 16.

1. 2. 3. 4. Kolostrum- bzw. Milchentnahme
Supplementierung mit E. faecium >

v 0 3 7 14 v Tage post partum
Fiitterungsbeginn Fiitterungsende
90 Tage ante partum 28 Tage post partum

Abbildung 16: Zeitlicher Ablauf der Kolostrum- bzw. Milchprobenentnahme, Sauen, Versuch 1
Angegeben sind die Anzahl der Probenentnahmen mit dem dazugehorigen Laktationstag. Zudem ist der Fiitterungszeit-

raum mit E. faecium NCIMB 10415 hervorgehoben.

3.4.2. Versuchsaufbau und —optimierung

Um Molke zu gewinnen, mussten die Kolostrum- bzw. Milchproben zuvor aufbereitet wer-
den. Zunéchst wurden die Proben zentrifugiert (3 h, 10.000 x g, 4 °C). Anschlieend wurde
mit einer Kaniile die Fett- und Caseinschicht perforiert, die fliissige Phase entnommen und
in ein 2 ml Eppendorf-Gefal} iiberfiihrt. Die gewonnene Fliissigkeit wurde erneut zentrifu-
giert (3 h, 10.000 x g, 4 °C). Die gewonnene Losung wurde in ein weiteres Gefdll ver-
bracht, um anschlieend die Lipoproteine zu féllen. Hierzu wurde die Fliissigkeitsmenge
gewogen und pro 1 g Molke 20 pl Dextransulfat und 100 pl Calciumchlorid zugegeben.
Die nun mit gefilltem Material durchsetzte Probe wurde abermals zentrifugiert (10 min,
1500 x g, 4 °C). Der klare Uberstand wurde dann in je 2 Aliquots je Probe a 100 ul pipet-
tiert und bei -20 °C tiefgefroren. Durch die teilweise sehr geringen Milchmengen und die
starke Verklumpung nach Zugabe von Dextransulfat und Calciumchlorid konnte von eini-

gen Proben kein klarer Uberstand gewonnen werden. Diese Proben wurden verworfen.
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Zur Durchfiihrung des ELISA"s wurden zunichst 7 Verdiinnungsstufen hergestellt, ausge-
hend von 1 : 2" bis 1: 2%. Nach Auswertung der Extinktionsunterschiede wurden auch
hier zur eigentlichen Versuchsdurchfiihrung nur noch 4 Verdiinnungsstufen (1 : 2'° bis 1 :

2%y als Dreifachansatz auf die MTP aufgetragen, siehe Tabelle 14.

3.4.3. Durchfiihrung des Sandwich-ELISA

Arbeitsschritt ul/Well | Inkubation / Bemerkung
1 Beschichtung der MTP mit Capture-IgA |50 2 h bei 37 °C, dann iiber
1:250 in Carbonatpuffer pH 9,5 Nacht bei 4 °C / Coating
2 Waschen mit PBS, pH 7,42; 200 Waschen
5 x mittels ELISA-Washer
3 Blockierung mit PBS + 1 % BSA 200 2 h bei 37 °C / Absiittigung
4 Waschen mit PBS, pH 7,42; 200 Waschen
5 x mittels ELISA-Washer
5 Verdiinnung der Molke-Proben 50 3hbe137°C/
1: 2" bis 1 : 2" mit PBS + 1 % BSA Probenauftrag
6 Waschen mit PBS + Tween 0,05 %, 200 Waschen
pH 7,42; 5 x mittels ELISA-Washer
7 Zugabe des Nachweis-Antikorpers: 50 2hbei37°C/
NAK-IgA 1: 800 in PBS-Tween 0,05 % Konjugation
+1 % BSA
8 Waschen mit PBS, pH 7,42; 200 Waschen
5 x mittels ELISA-Washer
9 Féarben mit OPDA-Ldsung 100 20 min bei RT; Im Dunkeln
OPDA + Citratpuffer + H,O, / Substratauftrag
10 Abstoppen der Umsetzungsreaktion mit |50 RT / Abstoppen
Schwefelsdure 1M
11 Photometrische Messung bei 492 nm Messung innerhalb von 5
Minuten nach Abstoppen

Tabelle 14: Darstellung der einzelnen Arbeitsschritte des Sandwich-ELISA zum Nachweis des Gesamt-IgA in
der Molke
Neben den durchgefiihrten Arbeitsschritten sind die aufgetragenen Mengen pro Kavitit in pl/Well und die Temperatur-

und Zeitangaben ersichtlich.



II1. Eigene Untersuchungen 59

4. Versuch 2

Untersuchungen zum Einfluss von Bacillus cereus var. Toyoi NCIMB 40112 (Toyocerin®)

auf den Immunstatus von tragenden und laktierenden Sauen und deren Ferkeln

4.1. Tiere und Fiitterung

Der Versuch 2 wurde ebenso wie der Versuch 1 an der Freien Universitit Berlin im Rah-
men eines interdisziplindren Forschungsprojektes durchgefiihrt.

Jeweils 10 Sauen der Rasse Landrasse und Duroc wurden in eine Probiotika-Gruppe und
eine Kontroll-Gruppe eingeteilt. Die Supplementierung der Probiotikatiere erfolgte mit
Bacillus cereus var. Toyoi (Toyocerin®) ab dem 25. Trichtigkeitstag. Die Ferkel der pro-
biotisch gefiitterten Sauen erhielten ab dem 14. LT einen Pre-Starter und ab dem 28. LT
ein Ferkelaufzuchtfutter mit freiem Zugang und demselben probiotischen Futteradditiv bis
zum 56. LT. Am 28. LT wurden die Ferkel abgesetzt. Die unbehandelte Gruppe (Kontrol-
le) wurde bei ansonsten addquaten Haltungs- und Fiitterungsbedingungen getrennt von der
Probiotikagruppe gehalten. Als Basismischung fiir die Sauen beider Gruppen diente Wei-
zen und Gerste, die Ferkel erhielten Weizen und Sojaextraktionsschrot. Die Sauen der Pro-
biotikagruppe erhielten Toyocerin® in der Futtermischung (in Zellzahlen angegeben) 3 x
10° je kg urspriingliche Substanz (uS) und die Ferkel 1,2 x 109/kg uS. Mitarbeiter des Be-
reiches Tiererndhrung ermittelten die durchschnittliche Konzentration des Gehaltes an Ba-
zillussporen im Jejunum. Diese lag bei den tragenden Sauen bei 2,6 ( 1,0) x 10”; bei den
laktierenden Sauen bei 4,0 (= 1,2) x 10°; bei den Saugferkeln bei 1,3 (£ 0,5) x 10° und bei
den Absetzern bei 1,4 (£ 0,4) x 10° KBE/g Trockenmasse.

Ein zufillig gewihltes Ferkel jeder Gruppe wurde am 14., 21., 35. und 56. Tag mit Keta-
min narkotisiert und nach der Blutentnahme aus der Vena jugularis mit Pentobarbital eu-
thanasiert. Diese Tierproben wurden insbesondere in den anderen Forschungsgruppen ein-
gehender untersucht.

Die Darmproben aller Ferkel wurden im Institut fiir Lebensmittel, Arzneimittel und Tier-
seuchen (ILAT) auf das Vorhandensein auf Rota-, Corona-, und TGE-Viren untersucht. Es

wurde kein Hinweis fiir diese Erkrankungen gefunden.
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4.2. Bestimmung des Gesamt-IgG im Serum
4.2.1. Gewinnung und Umfang der Proben
Das Blut wurde entsprechend Punkt 3.2.1. gewonnen und aufbereitet.

Insgesamt wurden 97 Serumproben (52 Probiotika / 45 Kontrolle) bei den Sauen zu 4 ver-

schiedenen Zeitpunkten untersucht, siche Abbildung 17:

1. 3. 4. Probenentnahme Sauen

] 11 1

Supplementierung mit B. cereus var. Toyoi

-91 -10 -3 +14 Tage ante (-) bis
post (+) partum
litterungsbeginn Iyl'jtterungsende
90 Tage ante partum 28 Tage post partum

Abbildung 17: Zeitlicher Ablauf der Blutprobenentnahme Sauen, Versuch 2
Angegeben sind die Anzahl der Probenentnahmen mit dem dazugehorigen Gestations- bzw. Laktationszeitpunkt. Zudem

ist der Fiitterungszeitraum mit Bacillus cereus var. Toyoi (Toyocerin®) hervorgehoben.
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Es wurden 124 Ferkelproben zur Untersuchung des Gesamt-IgG im Serum untersucht (60

Probiotika, 64 Kontrolle) zu 8 Zeitpunkten von 7. bis 56. LT, sieche Abbildung 18:

1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. Probenentnahme Ferkel
Supplementierung mit B.cereus var. Toyoi >

7 14] 21 28 35 42 49 |56 Lebensalter in Tagen
v . v
Fiitterungsbeginn : Fiitterungsende
15. Lebenstag 56. Lebenstag
v
Absetzalter (28 Tage)

Abbildung 18: Zeitlicher Ablauf der Blutprobenentnahme Ferkel, Versuch 2

Angegeben sind die Anzahl der Blutentnahme mit dem dazugehorigen Lebensalter in Tagen. Zudem sind der Ab-

setz-Zeitpunkt und der Fiitterungszeitraum mit B. cereus var. Toyoi (Toyocerin®) hervorgehoben.

4.2.2. Versuchsaufbau und —optimierung

Der Versuchsaufbau entsprach dem Versuch 3.2.2.. Auch hier wurden zunichst nach der
Durchfiihrung mehrerer ELISA™s mit 7 Verdiinnungsstufen und Auswertung des steilsten
Verlaufes der sigmoidalen Kurve die 4 Verdiinnungsstufen mit den gro3ten Extinktionsun-
terschieden gewihlt, beginnend mit 1: 2'®. Da auch hier ein Goldstandard fehlte, wurde aus
dem Invertieren von je 100 ul aus 30 verschiedenen Proben ein Standard gebildet, welcher
bei allen MTP als Kontrolle mit aufgetragen wurde. Die Beschichtung der MTP entsprach
Abbildung 15.

4.2.3. Durchfiihrung des Sandwich-ELISA

Das Protokoll des Sandwich- ELISA entsprach dem dargestellten Protokoll, sieche Punkt
3.2.3.; Tabelle 12.
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4.3. Bestimmung des Gesamt-IgA in den Faeces
4.3.1. Gewinnung und Umfang der Proben
Die Probengewinnung wurde entsprechend Punkt 3.3.1. durchgefiihrt.

Es wurden 100 Proben (56 Probiotika / 44 Kontrolle) zu 5 verschiedenen Zeitpunkten un-
tersucht, siche Abbildung 19:

1. 2. 3. 4. 5. Faecesentnahme Sauen

Supplementierung mit B. cereus var. Toyoi

-91 -10 -3 +14 +28 Tage ante (-) bis
v v post (+) partum
Fiitterungsbeginn Fiitterungsende
90 Tage ante partum 28 Tage post partum

Abbildung 19: Zeitlicher Ablauf der Faecesentnahme Sauen, Versuch 2
Angegeben sind die Anzahl der Probenentnahmen mit dem dazugehorigen Gestations- bzw. Laktationszeit-

punkt. Zudem ist der Fiitterungszeitraum mit B. cereus var. Toyoi (Toyocerin®) hervorgehoben.

Im gleichen Versuch wurden 265 Faecesproben der Ferkel (132 Probiotika, 122 Kontrolle)
untersucht, sieche Abbildung 20.

10003301

Faecesentnahme Ferkel

Supplementierung mit B. cereus var. Toyoi
7 14 21 28 35 42 49 56 Lebensalter in Tagen
v . v
Fiitterungsbeginn : Fiitterungsende
14. Lebenstag V 56. Lebenstag
Absetzalter (28 Tage)

Abbildung 20: Zeitlicher Ablauf der Faecesentnahme Ferkel, Versuch 2
Angegeben sind die Anzahl der Probenentnahmen mit dem dazugehorigen Lebensalter in Tagen. Zudem sind der

Absetz-Zeitpunkt und der Fiitterungszeitraum mit B. cereus var. Toyoi ( Toyocerin® ) hervorgehoben.
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4.3.2. Versuchsaufbau und —optimierung

Der Versuchsautbau wurde auch hier entsprechend Punkt 3.3.2. geplant und durchgefiihrt.
Die 4 Verdiinnungsstufen mit dem steilsten Kurvenverlauf in der sigmoidalen Kurve wur-
den fiir die Plattenbeschichtung verwendet. Begonnen wurde mit der Verdiinnung 1 : 27,

Als Referenzlosung diente wiederum eine Mixtur aus 30 verschiedenen Proben.
4.3.3. Durchfiihrung des Sandwich-ELISA

Der Sandwich-ELISA entsprach Tabelle 13, siche Punkt 2.3.3.

4.4. Bestimmung des Gesamt-IgA in der Molke

4.4.1. Gewinnung und Umfang der Proben

Um eine groBere Anzahl von Milchproben und ein groferes Gemelk-Volumen zu gewin-
nen, wurden den Sauen 2 ml Oxytocin i.m. 10 min vor dem Entnehmen der Milch injiziert.
Es konnten 64 Molkeproben (32 Probiotika / 32 Kontrolle) fiir die Durchfiihrung des ELI-
SA’s gewonnen werden zu 3 verschiedenen Zeitpunkten. Abbildung 21 veranschaulicht die

Zeitpunkte der Milchentnahme. Die Aufbereitung der Milchproben entsprach Punkt 3.4.2..
1. 2. 3. Kolostrum- bzw. Milchentnahme
Supplementierung mit B. cereus var. Toyoi >

3 0 7 14 4 Tage post partum
Fiitterungsbeginn Fiitterungsende
90 Tage ante partum 28 Tage post partum

Abbildung 21: Zeitlicher Ablauf der Kolostrum- bzw. Milchprobenentnahme, Sauen, Versuch 2
Angegeben sind die Anzahl der Probenentnahmen mit dem dazugehorigen Laktationstag. Zudem ist der Fiitterungszeit-

raum mit B.cereus var. Toyoi (Toyocerin®) hervorgehoben.
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4.4.2. Versuchsaufbau und —optimierung

Der Versuch wurde wie in Punkt 3.4.2. beschrieben, durchgefiihrt.

4.43. Durchfiihrung des Sandwich-ELISA

Der Sandwich-ELISA entsprach dem in Punkt 3.4.3. beschriebenen Protokoll, siehe Tabel-
le 14.

5. Versuch 3

Untersuchungen zum Nachweis spezifischer Antikorper gegen die Shiga-Toxin-Variante
2e (Stx2e) bei E.coli (STEC) der Serogruppen O138:K81 und O141:K85ac im Serum aus-

gewihlter Tiere aus Versuch 1

5.1. Tiermaterial und Umfang der Proben

Die fiir diesen Versuch ausgewihlten Proben entstammen Serumproben aus Versuch 1 (E.
faecium). Bei diesen Tieren wurden parallel in anderen Forschungsgruppen Virulenz-
merkmale untersucht und die fiir die Klinik der Odemkrankheit verantwortliche Shigato-
xin-Variante 2e (Stx2e) von E. coli der Serogruppen O138:K81, O139:K82 und
O141:K85ac gefunden. Die Tiere zeigten dabei keine klinischen Symptome.

Nur solche Tiere wurden ausgewihlt, bei denen o.g. Virulenzfaktoren nachgewiesen wur-
den. Insgesamt wurden 83 Proben untersucht in der Justus-Liebig-Universitit Gieen. Die
Serumproben entstammten einer Sau der Probiotikagruppe (6 Proben zu 6 verschiedenen
Zeitpunkten) und 77 Ferkelproben von 4 Probiotikatieren und 10 Kontrolltieren. Die Pro-
ben wurden im tiefgefrorenen Zustand nach Gielen verbracht und dort erst zum Zweck der

Untersuchung aufgetaut.

5.2. Versuchsaufbau und Durchfiihrung des ELISA

Seren von Schweinen aus einem Betrieb, der mehr als 3 Jahre nachweislich frei von
Odemkrankheit war, wurden im Versuch als Kontrolle mitgefiihrt. Als Antigen diente eine
rekombinant hergestellte und affinitdtschromatographisch gereinigte B-Untereinheit des

Stx2e. Das Versuchsprotokoll ist in Tabelle 15 dargestellt:
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Arbeitsschritt ul/Well |Inkubation / Bemerkung
1 Beschichtung der MTP mit rHis-StB2e | 100 60 min bei 37°C in der
(400ng Antigen/well) feuchten Kammer /
Coating
2 Waschen mit PBS-Tween 20 pH 7,2 200 Schiittler bei 1.200 rpm
3 x mittels ELISA-Washer / Waschen
3 Blockierung mit PBS-Tween 200 60 min bei 37°Cin der
feuchten Kammer / Absiit-
tigung
4 Waschen mit PBS-Tween 20 pH 7,2 200 Schiittler bei 1.200 rpm
3 x mittels ELISA-Washer / Waschen
5 Verdiinnung der Serum-Proben: 100 90 min bei 37 °C in der
Kontroll- und Testserumproben mit PBS- feuchten Kammer /
Tween 1 : 100 (je ELISA-Platte 1 positive Probenauftrag
und 2 negative Serumproben), Auftrag im
Dreifachansatz
6 Waschen mit PBS + Tween 0,05 %, 200 Schiittler bei 1.200 rpm /
pH 7,42; 5x mittels ELISA-Washer Waschen
7 Zugabe des Nachweis-AK: NAK-Ziege- | 100 60 min bei 37 °C in der
anti-Schwein-IgG 1 6.000 in PBS- feuchten Kammer /
Tween Konjugation
8 Waschen mit PBS-Tween 20 pH 7,2 200 Schiittler bei 1.200 rpm
3 x mittels ELISA-Washer / Waschen
9 Farben mit ABTS-Gebrauchslosung: auf-| 100 20 min bei RT; Im Dun-
tauen lassen und kurz vor Autrag mit 0,5 pl keln / Substratauftrag
H,0,/ ml mischen
10 |Bestimmung der OD mit dem Photometer Messung innerhalb von 20

bei einer MeBwellenlidnge von 405 nm

bis 40 min nach Substrat-

auftrag

Tabelle 15: Darstellung der einzelnen Arbeitsschritte des Sandwich-ELISA zum Nachweis spezifischer

Antikorper gegen Stx2e beim Schwein

Neben den durchgefiihrten Arbeitsschritten sind die aufgetragenen Mengen pro Kavitidt in pl/Well und die

Temperatur- und Zeitrahmen ersichtlich.
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6.0  Statistische Darstellung und Auswertung

Um eine Ubersicht iiber die Messwerte im Serum, in den Faeces und in der Molke zu er-
halten, wurden Verlaufskurven von den probiotisch supplementierten Tieren und den Kon-
trolltieren je Messzeitpunkt erstellt. In diesen wurden die Mittelwerte und die Standardab-
weichungen erfasst. Darunter (siehe Abb. 22 (A) bis 31 (A)) sind die Anzahl der Messun-
gen zu den verschiedenen Zeitpunkten und die Anzahl (,,N*) der Tierproben angegeben. In
den nachfolgend dargestellten Box-and-Whisker-plots wurden die ersten und dritten Quar-
tile (25. bzw. 75. Perzentil) als Begrenzungen des jeweiligen Kastens wiedergegeben, wih-
rend der Median als innere hervorgehobene Linie dargestellt ist. Mit dem Symbol ,,Kreis*
(°) wurden die laufenden Nummern der Ausreifler markiert, die mehr als eineinhalb Kas-
tenléngen auBlerhalb der Box lagen und mit dem Symbol ,,Stern* (*) Extremwerte, die um
mehr als drei Kastenlingen auflerhalb der Box lagen.

Zur Ermittlung von Unterschieden zwischen den Behandlungs- und Kontrollgrup-
pen wurde zunichst der nichtparametrische (synonym: ohne Verteilungsannahme) Rang-
summentest nach Mann-Whitney (U-Test) bzw. bei Vorliegen von normal-verteilten Daten
der ungepaarte #-Test angewendet.

Bei allen Tests wurde die Nullhypothese: ,,die beiden Stichproben entstammen der glei-
chen Grundgesamtheit, d.h. der Mittelwertunterschied ist rein zuféllig zustande gekom-
men*, liberpriift. Ab einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 wurde die Nullhypothe-
se verworfen und die Alternativhypothese: ,,die beiden Mittelwerte entstammen verschie-
denen Grundgesamtheiten; d.h. die Versuchsgruppen unterscheiden sich signifikant* ange-
nommen. Die Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 wurde als signifikant oder * und

p <0,01 als sehr signifikant oder ** angegeben.

Zum Vergleich mehrerer Gruppen wurde die univariate Varianzanalyse (ANOVA, F-Test)
angewendet. Mittels des F-Testes kann iiberpriift werden, ob ein Faktor einen signifikanten
Beitrag zur Erkldrung der abhéngigen Variable leistet. Bei einem Faktor mit mehr als zwei
Faktorstufen wurde ein nachgelagerter Post-hoc-Test angewandt, um zu iiberpriifen, wel-
che Faktorstufen sich paarweise unterscheiden. (HARTUNG, 1991, INGERSOLL, 1995).
Die Ergebnisse wurden unter Anwendung der Programme Excel 2000® (Fa- Microsoft

Corporation) und SPSS 12.0° (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) dargestellt und ausgewertet.





