Ergebnisse

waren. Ebenso war es nicht méglich, PCR—Produkte aus den Proben vom Kot der

Sauen und vom Boden der Buchten beider Anlagen zu bekommen.

Abb. 14: DGGE-Profile der 26S rDNA PCR-Produkte von auf SGA Medium
kultivierten und mittels Sequenzierung identifizierten Hefen
(M) Marker, (a) Candida glabrata, (b) Candida catenulata, (c) Candida
parapsolosis, (d) Candida oleophila, (e) Candida tropicalis, (f)
Galactomyces geotrichum, (g) Issatchenkia orientalis, (h) Pichia anomala,
(i) Pichia farinose, (j) Rhodotorula mucillaginosa, (k) Trichosporon
montevideense, () Kazachstania slooffiae, (m) Kazachstania slooffiae
(CBS 4068), (n) Kazachstania slooffiae (CBS9733)

In Abb. 15 sind die Ergebnisse der DGGE vom Kot der abgesetzten EAS- und KF-
Ferkel vom 33. und 39. LT dargestellt. Mit dieser Analyse wurde bei allen Proben
eindeutig nur eine Bande nachgewiesen, die anhand der Sequenzierung als
Kazachstania slooffiae identifiziert wurde. Diese Hefeart wurde bei EAS-Ferkeln in
zwei Proben am 33. LT sowie in einer weiteren Probe am 39. LT. nachgewiesen.
Dagegen wurde in allen Proben der KF-Ferkel vom 39. LT die fur K. slooffiae
spezifische Bande ermittelt. Nur eine sehr schwache Bande wurde am 33. LT der
KF-Ferkel detektiert.
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gen auf. Auffallig ist dabei, dass in der Literatur keine mit dem Auftreten von K.
slooffiae assoziierten Erkrankungen beim Schwein beschrieben sind. Im Gegenteil,
diese Hefeart war im Organismus der durch Futterumstellung und Verdauungs-
stérungen immungeschwachten Tiere nicht kultivierbar (Gedek, 1968). Da K.
slooffiae nur bei klinisch unauffalligen Tieren nachweisbar ist, ist zu vermuten, dass
diese Hefe als moglicher Kommensale des Wirtes zu betrachten ist (Gedek, 1968).
Deshalb sind positive Effekte auf die intestinale Mikrobiota und die Immunabwehr
des Wirtes denkbar.

Der Gastrointestinaltrakt beherbergt eine enorme Anzahl prokaryotischer und
eukaryotischer Mikroorganismen. Die Hefen besiedeln dieses Okosystem im
Verhaltnis zu den Bakterien zahlenmalig wesentlich geringer. Daher wird den
einzelligen Pilzen im Allgemeinen eine untergeordnete Rolle im GIT nachgesagt. Da
einige Hefezellen jedoch hundertfach groRer sind als Bakterien, kdnnten sie selbst
bei niedriger Quantitat von physiologischer Bedeutung fur den Wirt sein (Gatesoupe,
2007).

6.5. DGGE-Analyse

Um das Laufverhalten der Sequenzen der im Schweinedarm vorkommenden Hefen
zu untersuchen, wurden einige DNA-Isolate von kultivierten und im Experiment A
identifizierten Hefen eingesetzt. Fur die PCR wurden die Primer NL1-GC und LS2
angewendet. Diese Primer wurden bereits erfolgreich fir die DGGE-Analyse von
Hefepopulationen in Milch (Cocolin et al., 2002), Ol (Hesham et al., 2006) und Wein
(Prakitchaiwattana et al., 2004) verwendet. Im Allgemeinen zeigten die amplifizierten
DNA-Fragmente der Hefen in unseren Analysen eine gute Bandendifferenzierung.
Das war jedoch bei C. parapsolosis, C. oleophila und C. tropicalis nicht der Fall. Die
Sequenzen dieser Hefen denaturierten alle im gleichen Bereich (Abb. 14), wodurch
eine ldentifizierung dieser 3 Hefespezies anhand der unterschiedlichen Banden-
positionen unmdglich ist. Cocolin et al. (2000) berichteten Uber die schlechte
Differenzierung zwischen Banden von eng verwandten Spezies, deren Sequenzen
mit dem genannten Primer-Set amplifiziert wurden. Der Grund dafur, dass in der
vorliegenden Studie die Sequenzen von drei Hefearten im gleichen Bereich
denaturiert wurden, kann die ahnliche Zusammensetzung der untersuchten

Nukleotidsequenzen dieser Hefen (46,1 £ 0,5 % GC-Gehalt) sein. Interessant waren
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die Ergebnisse der DGGE-Analyse der K. slooffiae Stamme. Im Gegensatz zu dem
Stamm aus eigener Studie bildeten die Sequenzen der Stamme aus der CBS-
Kollektion zwei getrennte Banden. Die Bildung mehreren Banden von einer Spezies
wurde bereits bei Bakterien (Nubel et al., 1996; Ercolini, 2004) und Hefen (Masoud et
al., 2004; Prakitchaiwattana et al., 2004) beschrieben. Dieser Effekt wird
maoglicherweise durch die intragenomische Heterogenitat in den ribosomalen RNA-
Regionen vieler Bakterien- (Coenye und Vandamme, 2003; Crosby und Criddle,
2003) und einiger Hefearten (Lachance et al., 2003) hervorgerufen.

Durch einen Vergleich der DGGE mit der klassischen Kultivierung von Weinhefen
fanden Prakitchaiwattana et al. (2004), dass die DGGE unempfindlicher fir die
Detektion geringer Quantitaten ist. Jedoch haben die Autoren in ihren
Untersuchungen mit der DGGE und anschliefender Bandensequenzierung eine
groliere Artenvielfalt gefunden. Diese Aussage deutet erneut auf die Existenz von
lebenden, aber nicht kultivierbaren Hefen hin (Divol und Lonvaud-Funel, 2005).

Die Anwendung einer Nested-PCR bietet die Moglichkeit, die Ziel-DNA zu
spezifizieren sowie auch geringe Templatemengen nachzuweisen (lbeas et al.,
1996). Da Hefen in geringer Anzahl im Schweinedarm vorkommen, wurde die
Effizienz der Nested-PCR mit einer einstufigen PCR verglichen. AulRer hdheren
Konzentrationen der PCR-Produkte waren in dieser Studie keine weiteren
Unterschiede zwischen den PCR-Methoden in den DGGE-Gelen sichtbar. Mittels
DGGE konnte bei abgesetzten Ferkeln nur die Bande einer Hefe-Spezies
nachgewiesen und als K. slooffiae identifiziert werden. Finf Tage nach dem
Absetzen waren in zwei von vier Proben der EAS-Ferkel die fur K. slooffiae
spezifische Bande zu sehen, wahrend sechs Tage danach (39. LT) die Bande nur in
einer Probe ermittelt wurde. Wenn man in Betracht zieht, dass die Mikroorganismen,
deren Anteil < 1 % des gesamten Okosystems betragt und bei der DGGE nicht
detektiert werden (Muyzer und Smalla, 1998), befinden sich vermutlich die meisten
Hefen im GIT der Ferkel mit fortschreitender Entwicklung der bakteriellen Mikrobiota
unterhalb der detektierbaren Grenze. Im Darm der KF-Ferkel hat die Konzentration
der Hefen im Gegensatz zu den EAS-Ferkeln mit steigendem Alter zugenommen.
Von den DNA-Isolaten vom Kot der Sauen und der Buchtenbdden wurden keine
PCR-Produkte amplifiziert. Die Ursachen daflr sind vermutlich unterschiedlich. Die
Proben vom Boden beinhalteten nicht nur Exkremente, sondern auch Sagespane

und andere Partikel des Einstreumaterials, wodurch im Endeffekt mdglicherweise die
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niedrige Konzentration an genomischem Material in der Probe verursacht wurde.
Gemessen an Hand der KBE/g Probe waren die Muttersauen durchschnittlich
geringer als ihre Ferkel mit Hefen besiedelt. Es ist zu vermuten, dass dadurch die

Hefe-DNA-Konzentration der Isolate unter der Detektionsgrenze lag.

6.6. Kultivierungsabhangige Charakterisierung der Hefen

Einer der wichtigsten Regelfaktoren der mikrobiellen Besiedlung ist die Fahigkeit der
Mikroorganismen, die im Okosystem vorhandenen Néahrstoffe fir ihren Stoffwechsel
nutzen zu kénnen. Um die Fahigkeiten der im Schweinedarm vorkommenden Hefen
dahingehend zu Uberprufen, wurden einige Stamme dem Assimilations-,

Fermentations- und Enzymtest unterzogen.

6.6.1. Assimilations- und Fermentationstests

Beim ID 32C System bilden die Ergebnisse der verschiedenen Reaktionen ein
biochemisches Profil des Stammes, das die ldentifizierung der Hefen ermdéglicht. In
unserem Fall beabsichtigten wir, den Test lediglich fir die metabolische
Charakterisierung der bereits identifizierten Hefen zu verwenden. Drei Spezies (K.
slooffiae, C. catenulata und G. geotrichum) wurden mittels Anwendung des ID 32C
Systems und des Assimilationstests in Mikrotiterplatten untersucht. Die
Stoffwechselaktivitat der in unserem Versuch dominanten Spezies K. slooffiae lield
sich mit dem ID 32C System nicht testen. Obwohl eine der C-Quellen im System
Glucose war, wuchs K. slooffiae nicht. Offensichtlich waren die Arbeitsbedingungen,
die bei dieser Methode zur Anwendung kamen, nicht fur diese Hefeart geeignet.
Daher war es erforderlich, nach Alternativen zu suchen. Die Mikrotiterplatten mit 96
Wells bieten eine gute Moglichkeit, die zu testende Kultur gleichzeitig auf die
Verwertung mehrerer Substraten zu untersuchen. Fur die Auswertung sollte neben
der visuellen Beurteilung (VB) ein mathematisches Modell entwickelt und genutzt
werden. Letzteres war jedoch auf Grund des variablen, artenspezifischen Verhaltens
der Keime in den Substraten schwierig zu interpretieren und fuhrte zum Teil im
Vergleich zur VB zu falschen Ergebnissen. Infolgedessen wurden nur die Ergebnisse
der VB in Betracht gezogen. Zusatzliche Information gibt eine Untersuchung des

Fermentationsvermogens der Hefen.
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Die Daten von C. catenulata und G. geotrichum wiesen mit geringen Differenzen im
Assimilations- und Fermentationstest weitestgehend ahnliche Ergebnisse auf. Trotz
relativ.  haufiger Isolierung erreichen diese zwei Hefearten nur geringe
Konzentrationen im Darm der abgesetzten und nicht abgesetzten Ferkel und spielen
daher offensichtlich nur eine untergeordnete Rolle. Deshalb war unser
Hauptaugenmerk mehr auf K. slooffiae gerichtet.

Anhand des Assimilations- und Fermentationstests wurde festgestellt, dass K.
slooffiae ausschlieBlich Glucose assimilieren und fermentieren kann. Dieses
Monosaccharid ist ein wichtiger Baustein vieler naturlicher Kohlenhydrate und wird
sowohl von Mikroorganismen als auch von tierischen Zellen verstoffwechselt
(Drozdowski und Thomson, 2006). Wahrend der Dinndarmpassage unterliegen die
leicht verdaulichen Nahrstoffe bei Monogastriden im Wesentlichen der
enzymatischen Verdauung durch den Wirt (Conway, 1994). Weil die Tiere keine
eigenen Enzyme zur Hydrolyse einiger Nahrungsbestandteile wie z. B. Cellulose,
Xylane und Pektine bilden, werden diese Substrate zum groten Teil erst im
Dickdarm durch die mikrobiellen Enzyme verdaut (Niba et al, 2009). Um
festzustellen, ob K. slooffiae die vom Wirtsorganismus unverdauten Polysaccharide

verstoffwechseln kann, wurden diese Hefestamme einem Enzymtest unterzogen.

6.6.2. Bestimmung der enzymatischen Aktivitat von Kazachstania slooffiae

Unter Berucksichtigung des hohen quantitativen Auftretens von K. slooffiae wurden
nur diese Stamme auf das Enzymbildungsvermogen getestet. Mit dem APl ZYM Test
lassen sich schnell Enzymaktivitaten verschiedener biologischer Materialien - wie
z. B. Mikroorganismen, Zellsuspensionen, Gewebe, biologische Flussigkeiten -
nachweisen (Suh et al., 1999; Brasch und Graser, 2005; Ridgway et al., 2008;
Pennacchia et al., 2008; Lu et al., 2008; Ben Abdallah et al., 2009), wobei dieses
Verfahren laut Herstellerangaben die Genauigkeit photometrischer Methoden nicht
erreicht und somit nur zur orientierenden Diagnostik der untersuchten biologischen
Materialen verwendet werden kann. Die Aktivitat der Alkalischen Phosphatase (AP)
und der Leucin-Arylamidase (LA) war bei den Stammen besonders ausgepragt. Die
AP (Millan, 2006) und die LA (Matsui et al., 2006) kommen in vielen mehrzelligen
Lebewesen und Mikroorganismen vor. Die intestinale AP (IAP) spielt eine essentielle

Rolle bei der Hydrolyse von Phosphorsaureestern (Carver und Walker, 1995) sowie
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bei der Fettabsorption (Narisawa et al., 2003; Nakano et al., 2007). In neueren
Studien wurde Uber die Rolle der I|AP bei der Detoxifizierung von
Lipopolysacchariden (LPS) und bei der Aufrechterhaltung der intestinalen
Homdostase berichtet (Bates et al., 2007; Goldberg et al., 2008). Die LPS sind
Bestandteil der Zellwand von intestinalen Gram-negativen Bakterien. Werden LPS im
tierischen Korper freigesetzt, sind sie fur den endotoxischen Effekt verantwortlich
(Beutler und Rietschel, 2003). Durch die Dephosphorylierung des Lipids A, das eine
toxische Wirkung im Tier- und Humankdrper hat, verhindert die IAP eine Auslosung
lebensbedrohlicher Immunreaktionen (Bates et al., 2007; Goldberg et al., 2008). Die
intestinale LA (ILA) lokalisiert sich ebenso wie die IAP im Birstensaum der
Darmzotten (Finlay und McCloud, 1990) und hat mehrere Funktionen, wie z. B.
Proteinverdauung oder Freisetzung der bioaktiven Peptide (Taylor, 1993; Matsui et
al., 2006). Manche Autoren berichten, dass beide Enzyme im Stoffwechsel des
probiotischen Hefestammes S. boulardii sowohl essentielle trophische Funktionen als
auch eine biotherapeutische Wirkung haben (Buts et al., 2002; Buts und De Keyser,
2006; 2006; 2009).

Aus der Darlegung ergibt sich die Fragestellung, welche Nahrstoffe aus dem
Darminhalt diese Hefeart fur ihren Stoffwechsel nutzt. Van Uden und Carmo-Sousa
(1962a) haben die Chymusproben von 57 Schweinen - die unterschiedliche Diaten
wie Grunfutter, Mischfutter mit Klchenabfallen und Mischfutter auf Getreidebasis
bekommen haben - mittels klassischer Kultivierung untersucht. Die genaue
Zusammensetzung der verabreichten Rationen haben die Autoren leider nicht
angegeben. In ihrer Studie stellten sie fest, dass die meisten Tiere, die eine
Getreideration erhalten hatten, eine starkere Besiedlung mit K. slooffiae Spezies
aufwiesen. Daher ist zu vermuten, dass die im Getreide enthaltenen Nahrstoffe (z. B.
Polysaccharide) das Wachstum dieser Hefeart, deren Anteil im Dickdarm am
hochsten ist (Van Uden und Carmo-Sousa, 1962a), fordern konnen. In
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen aus der Literatur haben unsere Ergebnisse
des Fermentations- und Assimilationstests eindeutig gezeigt, dass K. slooffiae
Spezies nur Glucose verwertet (Gedek, 1968; Kurtzman et al., 2005). Es stellt sich
allerdings die Frage nach der Glucosequelle im Dickdarm. Die Glucose aus den
Futtermitteln wird als Monosaccharid sofort resorbiert. Gleiches passiert auch mit der
aus der Starke entstehenden Glucose, die aber auch von den Mikroorganismen im

oberen Verdauungstrakt verwertet werden kann. Im Dickdarm kann Glucose
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eigentlich nur noch durch den Abbau der bis dahin unverdauten Polysaccharide
entstehen. Jedoch bildet, wie der Enzymtest gezeigt hat, K. slooffiae keine Enzyme,
die in der Lage sind, Polysaccharide zu der fur sie lebensnotwendigen Glucose
abzubauen. Somit ergibt sich die Frage, inwieweit der Enzymtest fur eine derartige
Untersuchung ausreichend prazise und geeignet ist. Da das in unseren
Untersuchungen verwendete APl ZYM System nur eine geringe Anzahl von
Enzymaktivitaten erfasst, ist es nur fur orientierende diagnostische Analysen
geeignet. Auch ist es fraglich, ob die angewandten Analysebedingungen optimal fur
diese Hefeart waren. Zur genauen Beurteilung der enzymatischen Aktivitat von K.
slooffiae Spezies sollten deshalb solche Methoden entwickelt und angewandt
werden, die entsprechend den Lebensbedingungen dieser Hefespezies optimiert
sind.

Da K. slooffiae sich im Schweinedarm gut etablieren kann und darliber hinaus eine
relativ hohe Konzentration erreicht, beeinflusst diese Spezies moéglicherweise durch
ihre Stoffwechsel- und Enzymaktivitaten die intestinale Mikrobiota bzw. die

Gesundheit der Ferkel insbesondere in der kritischen Absetzperiode positiv.
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7. Schlussfolgerungen

Die Ergebnisse aus der vorliegenden Arbeit geben einen ausfiihrlichen Uberblick
uber Hefespezies, die zum Zeitpunkt des Absetzens den Ferkeldarm besiedeln bzw.
im Ferkeldarm vorkommen. Obwohl im GIT der Ferkel 17 unterschiedliche, zum Teil
anlagespezifische Spezies gefunden wurden, kann sich nur Kazachstania slooffiae
im Darm der augenscheinlich gesunden, abgesetzten Tiere gut etablieren. Dies
wurde durch umfangreiche Untersuchungen mittels klassischer Kultivierung und
molekularer PCR-DGGE-Fingerprinting-Methoden bestatigt. Die Ergebnisse der
enzymatischen Charakterisierung der Hefe demonstrieren das Potential fir eine
positive Beeinflussung der intestinalen Mikrobiota. Diese Spezies kann mit ihren
Enzymaktivitaten vermutlich eine wichtige Rolle bei der Protein- und Fettverdauung
spielen und einen Beitrag zur Aufrechterhaltung des Selbstregulationsmechanismus
im Gastrointestinaltrakt der Ferkel leisten. Dartber hinaus lasst sich vermuten, dass
eine Veranderung der Zusammensetzung der bakteriellen Population im Darm der
Ferkel auf den zunehmenden Hefekeimgehalt zurtickzuflihren ist. Dieser Effekt trat
jedoch ausschlielllich nur bei den Tieren aus der konventionell betriebenen
Schweineanlage auf. Damit bestatigt sich, dass die vorherrschenden Umwelt- bzw.
die hygienischen Bedingungen der Schweineanlage einen wichtigen Einfluss auf die
intestinale Hefebesiedlung der Tiere ausiben. Wenn man in Betracht zieht, dass K.
slooffiae fur Schweine ein kommensaler Mikroorganismus ist, der auf die
Darmmikrobiota einen positiven Einfluss hat, wirkt sich das Fehlen bzw. das
verminderte Auftreten der Spezies bei den Ferkeln aus der Experimentalanlage unter
Umstanden ungunstig aus. Diese Hefespezies ist thermophil, d. h. sie vermehrt sich
nur bei héheren Temperaturen (> 30 °C), wie sie auch im Koérper der Schweine
vorherrschen. Da K. slooffiae ausschlief3lich nur Glucose verwerten kann, etabliert
sich diese Hefe nicht im Darm der Ferkel, wenn die Ferkel keinen Zugang zu
Mischfuttermittel haben. Wie zuvor bereits beschrieben wurden alle Ferkel am 28. LT
abgesetzt. Die Ferkel der EAS wurden in einen speziell fur die Ferkel vorbereiteten
Raum, der vorher entsprechend den Vorschriften in dieser Anlage grindlich gereinigt
und desinfiziert wurde, aufgestallt. Dies konnte eine mdgliche Erklarung fur die
niedrige intestinale Besiedlung mit K. slooffiae der EAS-Ferkel sein. Eine weitere
Ursache fur die geringere K. slooffiae-Besiedlung der EAS-Ferkel kann in der

Prasenz eines, im Vergleich zur kommerziellen Farm anderen K. slooffiae-Stammes
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vermutet werden, der sich wahrscheinlich infolge der dort vorhandenen
unterschiedlichen intestinalen mikrobiellen Population gebildet hat.

Mit den Daten aus der vorliegenden Arbeit wird der gegenwartige Kenntnisstand Uber
das Vorkommen von Hefen im Schweinedarm sowie auch deren Funktionen im
intestinalen Milieu erweitert. Offengebliebene Fragen sollten Gegenstand weiterer
vertiefender Untersuchungen sein. Dabei ist die Fragestellung, inwieweit eventuell
eine gezielte Darmbesiedlung der Absetzferkel mit K. slooffiae als Probiotikum unter
dem Blickwinkel der Erhaltung der Tiergesundheit in dieser kritischen Lebensphase

sinnvoll und von praktischem Wert ist.
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8. Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Untersuchungen war es, die Biodiversitat und die
Zusammensetzung der Hefepopulation im Verdauungstrakt der Ferkel vor und nach
dem Absetzen zu untersuchen. Weiterhin sollte die Entwicklung der intestinalen
Hefebesiedlung unter unterschiedlichen Umgebungs— bzw. Haltungsbedingungen
sowie mogliche Interaktionen zwischen Hefen und bakteriellen Gruppen aufgezeigt
werden. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit basieren auf Untersuchungen, die
klassische, kultivierungsabhangige und moderne, molekularbiologische Methoden

umfassen.

Im ersten Experiment wurden die im Rahmen des EU-Projektes ,Feed for Pig
Health® gewonnenen Hefekulturen, isoliet aus dem Ddinndarm- und
Dickdarmchymus von abgesetzten (n = 68) und nicht abgesetzten (n = 27) 39 Tage
alten Ferkeln der Deutschen Landrasse (DL) aus zwei Anlagen mit unterschiedlichen
Haltungs- und Umweltbedingungen, analysiert. Alle im Versuch genutzten Tiere
waren Halbgeschwister. Zunachst sollte untersucht werden, wie sich die intestinale
Hefepopulation der Ferkel bei unterschiedlichen Haltungsbedingungen und bei
Einsatz des gleichen Futters zusammensetzt. Insgesamt wurden mit Hilfe der
Sequenzierung der D1 & D2 Domanen der 26S rDNA von 173 Hefekulturen 17
unterschiedliche Spezies der Abteilungen Ascomycota und Basidiomycota
identifiziert. Die fur den Vergleich (EAS vs. KF) der Biodiversitat genutzten Parameter
- Simpson-Index (7,58 vs. 4,34), Shannon-Index (2,24 vs. 1,65) und Q-Statistik (5,6
vs. 2,4) - bestatigten die erwarteten Unterschiede zwischen den beiden Schweine-
anlagen. Bestimmte Hefearten waren in beiden Anlagen haufiger anzutreffen, z. B.
Kazachstania (K.) slooffiae und Galactomyces geotrichum, wahrend andere Spezies,
z. B. Rhodotorula mucilaginosa und Trichosporon montevideense, dagegen nur
sporadisch auftraten. Im Gegensatz zu den Erwartungen wurde festgestellt, dass die
Hefepopulation der Tiere der Experimentalanlage Schwein (EAS) — der Anlage mit
den besseren hygienischen Bedingungen - eine hohere Biodiversitat hatte. Die in
den meisten Proben dieser Tiere gefundenen Spezies waren K. slooffiae und
Candida (C.) glabrata. Bei den Ferkeln aus der kommerziellen Farm (KF) dagegen

wurden trotz niedrigerer Diversitat vorwiegend drei Spezies - K. slooffiae,
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Galactomyces geotrichum und C. catenulata — isoliert. Aus den Ergebnissen dieser
qualitativen Untersuchungen ergaben sich folgende Fragestellungen:

1. Wie setzt sich die Hefepopulation quantitativ zusammen?

2. Gibt es einen Unterschied in der Hefebesiedlung zwischen Saug- und

Absetzferkeln?
3. Wann und wodurch verandert sich die Hefepopulation im Ferkeldarm?
4. Gibt es mdoglicherweise Interaktionen zwischen der Hefepopulation und der
bakteriellen Mikrobiota?

Diesem Fragekomplex sollte im zweiten Experiment nachgegangen werden, das
wiederum mit Ferkeln der Rasse DL aus EAS und KF und Einsatz des gleichen
Futters durchgefuhrt wurde. Die Basis dieser Untersuchungen bildeten Kotproben
von insgesamt 64 Ferkeln - 16 abgesetzten (ABF) und 16 nicht abgesetzten Ferkeln
(NAF) aus jeder Anlage - die zum jeweiligen Zeitpunkt direkt aus dem Anus
entnommen wurden. Die ABF erhielten nach dem Absetzen (am 28. Lebenstag, LT)
ein Ferkelaufzuchtfutter Il. Die NAF blieben bis zum 39. LT bei der Sau und bekamen
kein Mischfuttermittel. Um den zeitlichen Verlauf der Entwicklung der Hefepopulation
und der bakteriellen Besiedlung (Enterobakterien, Enterokokken und Laktobazillen)
verfolgen zu kénnen, wurden die frischen Kotproben von allen Ferkeln, den Sauen
und den Bdéden der Buchten am 28., 33. und 39. LT gesammelt. Die mikrobiologische
Untersuchung der Futter- und Wasserproben zeigte keine Kontaminationen mit
Hefen. Wahrend der Saugezeit, also der Periode ohne feste Nahrungsaufnahme,
blieb die gesamte Mikrobiota der NAF unverandert. Bis auf geringe Ausnahmen
wurde bei den NAF keine Hefebesiedlung nachgewiesen. Nur bei wenigen Ferkeln
traten vereinzelt Hefen (meistens G. geotrichum) in sehr geringer Konzentration (10’-
102 KBE/g Kot) auf. Mit der Futterumstellung von Milch auf feste Nahrung entwickelte
sich die Hefepopulation rasant. Bereits 11 Tage nach dem Absetzen erreichte sie
hohe Konzentrationen, die zwischen beiden Anlagen unterschiedlich waren (EAS ca.
10*; KF ca. 10° KBE/g Kot).
Hinsichtlich der Relation zwischen der bakteriellen Mikrobiota und der
Hefepopulation wurden bei den EAS-ABF am 33. und 39. LT keine Veranderungen
ermittelt. Bei den KF-ABF dagegen gab es wahrend dieser Periode grolere
Veranderungen. Diese sind vermutlich auf die signifikante Erhdhung der
Laktobakterien (p < 0,001), die signifikante Dezimierung der Enterobakterien

(p<0,01) sowie die um mehr als das 100-fache gestiegene, intestinale
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Hefekonzentration zurtckzufihren. Mit Hilfe der Analyse der morphologischen
Merkmale der Hefekolonien und der denaturierenden Gradientengelelektrophorese
wurde festgestellt, dass die Zunahme der Hefepopulation weitestgehend nur auf das
vermehrte, zahlenmallig hohe Auftreten der K. slooffiae Spezies im Ferkeldarm
zurtuckzufihren war. Dieses Ergebnis unterstreicht, dass, obwohl im ersten
Experiment mehrere Hefearten im Darminhalt der Absetzferkel festgestellt wurden,
sich letztendlich nur eine Spezies, namlich K. slooffiae, im Darm der augenscheinlich
gesunden Ferkel gut etablierte. Die phylogenetische Analyse der 26S rDNA-
Sequenzen von K. slooffiae zeigte jedoch eine Variabilitdt der DNA-Fragmente, die
im Stammbaum in zwei getrennten Clustern gruppiert sind und sich jeweils einer
Stallanlage zuordnen lieRen. Dies deutet auf die Prasenz von zwei ortsspezifischen
Subspezies hin. Die niedrigere Hefekonzentration im Kot der EAS-Ferkel wird jedoch
wahrscheinlich auch durch andere Faktoren, wie z. B. Differenzen in der mikrobiellen
Zusammensetzung des Kotes, der Umwelt- und den hygienischen Bedingungen
hervorgerufen. Da K. slooffiae typisch fur den Verdauungstrakt der Schweine und in
ihrer Entwicklung auf diesen Wirtsorganismus angewiesen ist, wird eine Kolonisation
entweder Uber den Kot der Muttertiere oder andere Kontaminationen hervorgerufen.
Mit Hilfe der Assimilations- und Fermentationstests wurde eindeutig nachgewiesen,
dass die Stamme von K. slooffiae nur in der Lage sind, Glucose als einzige
Kohlenhydratquelle zu verwerten und zu fermentieren, was ein typisches
Charakteristikum fur diese Spezies ist.

Die Ergebnisse der Priufung von K. slooffiae Stammen mit Hilfe des APl ZYM
Systems zeigten eine ausgepragte Aktivitat der alkalischen Phosphatase sowie der
Leucin-Arylamidase. Diese Enzyme sind ebenfalls in verschiedenen Organen der
Tiere sowie im Birstensaum des Darmes zu finden. Dort haben sie wichtige
biologische Funktionen bei der Protein- und Fettverdauung sowie bei der
Immunabwehr des Wirtes. Daher lasst sich vermuten, dass K. slooffiae durch ihre
Stoffwechselaktivitat und ihre mdglichen Interaktionen mit der bakteriellen
intestinalen Mikrobiota als Kommensale ein wichtiger Mikroorganismus insbesondere

fur Ferkel ist.

Die Absetzperiode hat einen erheblichen Einfluss auf die Gesundheit und
Wachstumsleistung der Ferkel. Die im Darm lebenden Mikroorganismen sind dabei

zur Erhaltung des physiologischen Gleichgewichts von entscheidender Bedeutung. In
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Zusammenfassung

den letzten Jahren forschten Wissenschaftler intensiv nach Substanzen und
Moglichkeiten, die die Darmmikrobiota positiv beeinflussen. Dazu ist es essentiel, die
im GIT ablaufenden physiologischen Prozesse zu kennen und nachvollziehen zu
konnen. Der bakteriellen Mikrobiota wird bei den physiologischen Prozessen im
Verdauungstrakt eine besondere Beachtung beigemessen, wogegen den intestinalen
Hefen bislang nur wenig Interesse gewidmet wird und deshalb nur wenige
wissenschaftliche Erkenntnisse vorliegen. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
eroffnen ein neues, bisher wenig bekanntes Feld und erweitern den gegenwartigen
Kenntnisstand Uber das Vorkommen der Hefen und deren Funktionen im
Schweinedarm. Unabhangig davon sind weitere Untersuchungen notwendig, um das
Verstandnis uber die Wirkungsweise von Hefen - z. B. von K. slooffiae - im GIT und
deren Interaktionen mit den intestinalen Bakterien und dem Wirtsorganismus sowie

deren mogliche Anwendung als Probiotikum flr Absetzferkel zu vervollstandigen.
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Anhang

Anhang

Tab. A 1: Zusammensetzung der vitaminisierten Mineralstoffmischung im Experiment
A (0,4 % je kg Futter)

Inhaltsstoffe Gehalt pro kg
Vitamin A 1750 L.E.
Vitamin D3 200 L.E.
Vitamin E 11 LLE.
Vitamin B1 1,0 mg
Vitamin B2 4,0 mg
Vitamin B6 1,5 mg
Vitamin B12 15,0 ug
Vitamin K1 0,5mg
Biotin 50,0 pg
Pantothensaure 9,0 mg
Nicotinsaure 12,5 mg
Cholin 400,0 mg
Folsaure 0,30 mg
Fe 80,0 mg
Zn 54,0 mg
Mn 30,0 mg
Se 0,3 mg
| 0,1 mg
Co 0,2 mg
Antioxidantien (E 310, E 320, E 321) 50,0 mg
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Tab. A 2: Interpretation der McFarland Standardreihen

Standard Hefekeimzahl 2
lg KBE/mlI
2 6,6
5 7,1

& Mittelwerte der im Labor vom Leibniz-Institut fiir Nutztierbiologie (FBN) in Dummerstorf ermittelten
Hefekeimzahlen (K. slooffiae).

Tab. A 3: Zusammensetzung des API ID 32C Streifens

Nr | Substrate Menge Nr [Substrate Menge
[mg/Vert.] [mg/Vert.]
1 |D-Galactose 0,70 17 | D-Sorbit 2,72
2 | Cycloxheximid 0,014 18 |D—Xylose 0,70
3 |D-Saccharose 0,66 19 |D-Ribose 0,70
4 | N-Acetyl-Glycosamin 0,64 20 |Glycerol 0,82
5 [Milchsaure 0,64 21 |[L-Rhamnose 0,68
6 |L—Arabinose 0,70 22 |Palatinose 0,66
7 |D—Cellobiose 0,66 23 | Erythrit 1,44
8 |D-Raffinose 2,34 24 |D-Melibiose 0,66
9 |D-Maltose 0,70 25 |Natrium Glycuronat 0,76
10 | D-Trehalose 0,66 26 |D—Melezitose 0,66
11 | Kalium 2—Ketogluconat 1,09 27 |Kalium Gluconat 0,92
Methyl-aD- Levulinsaure
12 | Glucopyranosid 1,92 28 |(Levulinat) 0,48
13 | D—Mannit 0,68 29 |D-Glucose 0,78
14 |D-Lactose 0,70 30 [L-Sorbose 0,70
15 |Inosit 0,70 31 | Glucosamin 0,68
16 | Kontrolle — Asculin 0,28
% Eisencitrat 0,069
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Tab. A 4: Zusammensetzung des API ZYM Streifens

N° Enzymnachweis Substrat Posi tiseaktll\cl):gativ
farblos oder Farbe der

1 | Kontrolle Probe bei starker

2 |Alkalische Phosphatase 2-Naphtylphosphat violett

3 |Esterase (C 4) 2-Naphtylbutyrat violett

4 |Esterase Lipase (C 8) 2-Naphtylcaprylat violett

5 |Lipase (C 14) 2-Naphtylmyristat violett

6 [Leucin Arylamidase L-leucyl-2-naphtylamid orange

7 |Valin Arylamidase L-valyl-2-naphtylamid orange

8 |Cystin Arylamidase L-cystyl-2-naphtylamid orange

9 |Trypsin N-benzoyl-DL-arginin-2-naphtylamid orange | farblos oder

10 |a-Chymotrypsin N-glutaryl-phenylalanin-2-naphtylamid | orange | sehr helles

11 |Saure Phosphatase 2-Naphtylphosphat violett gelb*

12 |Naphtol-AS-Bl-phosphohydrolase |Naphtol-AS-Bl-phosphat blau

13 |a-Galactosidase 6-Br-2-naphtyl-aD-Galactopyranosid violett

14 |R-Galactosidase 2-Naphtyl-BD-Galactopyranosid violett

15 |R-Glucuronidase Naphtol-AS-BI-RD-Glucuronid blau

16 |a-Glucosidase 2-Naphtyl-aD-Glucopyranosid violett

17 |R-Glucosidase 6-Br-2-naphtyl-RD-Glucopyranosid violett

18 |N-acetyl-B-Glucosaminidase 1-Naphtyl-N-acetyl-RD-Glucosaminid braun

19 |a-Mannosidase 6-Br-2-naphtyl-aD-mannopyranosid violett

20 |a-Fucosidase 2-Naphtyl-aL-fucopyranosid violett

*Farblos oder Farbe der Kontrolle, wenn der Streifen nach der Reagenzzugabe einer starken
Lichtquelle ausgesetzt wird.
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Tab. A5: Fur die phylogenetische Analyse verwendete Accessionsnummern der
NCBI Gendatenbank von eigenen und Referenzsequenzen

Spezies

eigene Studie

NCBI

Gen-Datenbank

Kazachstania slooffiae

Galactomyces geotrichum
Candida catenulata
Candida glabrata
Trichosporon asahii
Issatchenkia orientalis
Trichosporon coremiiforme
Pichia fermentans
Candida tropicalis

Pichia anomala

Candida oleophila
Candida parapsilosis
Candida silvae

Pichia farinosa

Pichia guilliermondii
Rhodotorula mucilaginosa
Trichosporon montevideense

Exobasidium vaccinii

EU445375; EU445374;
EU445394-EU445437

EU445444
EU445381
EU445377
EU445389
EU445384
EU445390
EU445387
EU445382
EU445385
EU445378
EU445379
EU445380
EU445386
EU445391
EU445388
EU445392

AJ508582
DQY07938
EU585763
EU585756
EU559350
EU585760
AF189863
EU019222
EU293420
EU327111
AF178051
EF063136
AB281078
EF453650
EU327094
EU285499
AF105397
AF009858
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Tab. A 6: Anordnung der im Assimilationstest verwendeten Substrate auf der

Mikrotiterplatte

Z
o

Substrate

Position auf der

Mikrotiterplatte

WWWWWWWWWWNRNRNNMNNNRNNRNS 2
OOV RONAOOONODARDINOCOONOOARWN 20PN RWN =O

Basal Medium ohne Zusatz (Negativkontrolle)

D—-Galactose
D—-Glucose
D—-Saccharose
D—Maltose
D-Lactose
D—-Raffinose
D-Trehalose
Inulin

Ldsliche Starke (autoklaviert)

D—Melibiose
D—Cellobiose
D—Xylose
D—-Melezitose
L—Arabinose
D-Arabinose
D-Ribose
L—-Rhamnose
L—Sorbose
meso—Erythritol
D-Sorbit
Galaktitol
Glycerol
Inositol
D—Mannitol
Ribitol

Ethanol
Methanol
Citronensaure
Milchsaure
Bernsteinsaure
D—Gluconsaure

a—methyl —-D-Glucoside
Salicin

D—-Glucosamine

N-Acetyl-Glycosamin

Hexadecan

Actidion, 0,1%
Actidion, 0,01%
Ldsliche Starke (tyndalisiert)

A1
B1
C1
D1
E1
F1
G1
H1
A2
B2
c2
D2
E2
F2
G2
H2
A3
B3
C3
D3
E3
F3
G3
H3
A4
B4
c4
D4
E4
F4
G4
H4
A5
B5
C5
D5
E5
F5
G5
H5

A6
B6
C6
D6
E6
F6
G6
H6
A7
B7
C7
D7
E7
F7
G7
H7
A8
B8
C8
D8
E8
F8
G8
H8
A9
B9
C9
D9
E9
F9
G9
H9
A10
B10
C10
D10
E10
F10
G10
H10
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Tab. A 7: Stammldsungen fur DGGE

Lésungen Stoffe Hersteller
200 ml 40 % Acryl— und Bis—
) Hercules, CA, USA
acrylamide, 37,5:1
Merck KGaA,
400 ml Formamid Darmstadt,
100 % Deutschland

Gradientenlosung*

0%

Gradientenlosung*

50 x TAE—Puffer

10 ml 50 x TAE-Puffer
421,6 g Harnstoff

auffullen mit aqua dest. bis 1 |
200 ml 40 % Acryl— und Bis—
acrylamide, 37,5:1

10 ml 50 x TAE-Puffer

auffullen mit aqua dest. bis 1 |

2429 Tris

57,1 ml Essigsaure, 96 %

100 ml 0,5M EDTA

auffullen mit aqua dest. bis 1 |, [pH 8,5]

Merck KGaA,
Hohenbrunn,

Deutschland

Hercules, CA, USA

Serva GmbH,
Heidelberg,
Deutschland

Roth GmbH & Co,
Karlsruhe,
Deutschland

Roth GmbH & Co,
Karlsruhe,

Deutschland

* Gradientenlésungen sind im Dunkeln bei Zimmertemperatur aufzubewahren.
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keine anderen als die angegebenen Quellen und Hilfsmittel benutzt habe. Die Arbeit

ist in der Fassung noch an keiner Prufungsbehoérde vorgelegt worden.

Rostock, Vladimir Urubschurov
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Thesen zur Dissertation:

,Intestinale Hefen, deren Stoffwechselaktivitat und Interaktion mit

ausgewahlten Bakteriengruppen bei Absetzferkeln“

vorgelegt von Dipl.-Ing. agr. Vladimir Urubschurov

Das Absetzen von Ferkeln gilt als eine der kritischsten Phasen in der
Schweinehaltung. Dieser Prozess hat einen erheblichen Einfluss auf die Gesundheit
und Wachstumsleistung der Tiere und ist oft mit hohen 6konomischen Verlusten
verbunden. Die im Darm lebenden Mikroorganismen sind dabei zur Erhaltung des
physiologischen Gleichgewichts von entscheidender Bedeutung. Die Darmmikrobiota
der Schweine besteht groflitenteils aus Bakterien, deren Entwicklung im Darm gut
beschrieben und deren Einfluss auf die Gesundheit des Wirtes bekannt ist. Den
Hefen im Verdauungstrakt wird dagegen bislang nur wenig Interesse gewidmet.
Aulerdem ist der gegenwartige wissenschaftliche Kenntnisstand - der im
Allgemeinen auf den klassischen Kultivierungs-Befunden aus den funfziger und
sechziger Jahren des 20. Jahrhunderts beruht — zu mangelhaft, um die eindeutige
Rolle der Hefen im intestinalen Okosystem nachvollziehen zu kénnen. Um einen
Beitrag zur Vervollstandigung der bisher lickenhaften wissenschaftlichen Kenntnisse
auf dem Gebiet der Hefen im Verdauungstrakt der Ferkel zu leisten, wurden folgende
Probleme in der vorliegenden Arbeit untersucht:
e die Biodiversitat und Zusammensetzung der Hefepopulation im GIT von
Ferkeln der Deutschen Landrasse vor und nach dem Absetzen
e der Einfluss der Umgebungs— bzw. Haltungsbedingungen auf die intestinale
Hefepopulation
o die zeitlichen Veranderungen der Hefeentwicklung im Darm der Absetzferkel
e die potenziellen Interaktionen zwischen Hefen und bakteriellen
Gemeinschaften wie Enterobakterien, Enterokokken und Laktobazillen

e die Stoffwechselaktivitat der im Darm von Ferkeln dominierenden Hefen

Zur Erreichung der genannten Ziele wurden Chymus- und direkt aus dem Anus

entnommene Kotproben von abgesetzten - (ABF) und nicht abgesetzten Ferkeln
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(NAF) untersucht. Far die Untersuchungen wurden klassische
kultivierungsabhangige Verfahren wie Assimilations-, Fermentations-, Enzymtests
und Keimzahlbestimmung als auch molekularbiologische Methoden wie Polymerase—
Kettenreaktion (PCR), PCR-denaturierende Gradientengelelektrophorese (PCR-
DGGE) und DNA-Sequenzierung angewendet.

Aus den Ergebnissen und Schlussfolgerungen der vorliegenden Untersuchungen

werden folgende Thesen abgeleitet:

1. Die Biodiversitat der Hefepopulation im Verdauungstrakt der Ferkel hangt von
den Umwelt- bzw. hygienischen Bedingungen ab, die in einer Schweineanlage
vorherrschen. Durch die Berechnung mehrerer unterschiedlicher Biodiversitat-
Indizes wurde die offensichtlich hdhere Hefevielfalt im GIT der Tiere aus der
Experimentalanlage Schwein (EAS) - mit besserem Hygiene- und
Gesundheitsstatus sowie moderner technischer Ausrustung - im Vergleich zur

kommerzielle Farm (KF) bestatigt.

2. Da im Vergleich zu Bakterien viele Hefen im Darm der Schweine nur in einer
geringeren Konzentration auftreten, kann die Biodiversitat der intestinalen Hefen
mittels DGGE-Analyse - auf Grund der Unempfindlichkeit zur Detektion geringer
DNA-Quantitaten - nicht bestimmt werden. Sollen weitere im Darm
vorkommende Hefespezies detektiert werden, muissen die Chymus- bzw.

Kotproben mit den klassischen Kultivierungsverfahren untersucht werden.

3. Obwohl 2 Hefearten (Kazachstania (K.) slooffiae und Candida glabrata) in den
Tieren der EAS und 3 Hefearten (K. slooffiae, Galactomyces geotrichum und
Candida catenulata) bei den Ferkeln aus der KF haufig gefunden wurden, ist
nur die Spezies K. slooffiae spezifisch fur den Verdauungstrakt der

Absetzferkel. Diese Ergebnisse stimmen mit denen der Literatur Uberein.

4. Die auf der klassischen Kultivierung basierende Analyse des Kotes zeigte, dass
Hefen im Allgemeinen bei nicht abgesetzten Ferkeln — die bis zum 39. LT als
einzige Nahrung ausschlieBlich Milch bekommen haben - entweder in einer

geringen Anzahl (KBE/g Kot) oder gar nicht vorkommen.
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Bei der mikrobiologischen Untersuchung von Wasser- und Futterproben
(Sauen- und Ferkelfutter) waren keine Hefen wunter den gewahlten
Kultivierungsbedingungen anztchtbar. Damit ist in dieser Studie eine
Kontamination der Ferkel mit den oben beschriebenen Hefespezies Uber

Wasser und Futter nahezu auszuschliel3en.

Die Hefepopulation entwickelte sich erst mit der Aufnahme des auf Getreide
basierenden Futters. Bereits 11 Tage nach dem Absetzen kdnnen die Hefen
eine hohe Konzentration im Darm erreichen. Im Darm der 39 Tage alten Ferkel
war jedoch die Quantitat der Hefen in jeder Anlage unterschiedlich (EAS ca.
10%; KF ca. 10° KBE/g Kot). Hiermit wird erneut unterstrichen, dass die
vorherrschenden Umwelt- bzw. die hygienischen Bedingungen der
Schweineanlage einen wichtigen Einfluss auf die intestinale Hefebesiedlung der

Tiere ausuben.

Die intestinale Mikrobiota ist ein komplexes Okosystem und jegliche
Veranderung im Milieu wirkt sich umgehend auf dessen mikrobielle
Zusammensetzung aus. Mit im Zeitraum 33. bis 39. LT signifikant (p < 0,004)
zunehmendem Hefewachstum im GIT der KF-Ferkel veranderte sich die
Zusammensetzung der bakteriellen Mikrobiota. Es wurde eine signifikante
Erhéhung der Kolonien von Laktobazillen (p < 0,001) und eine signifikante
Dezimierung der Zahl der Enterobakterien (p < 0,01) festgestellt. Diese
Ergebnisse deuten auf mogliche Interaktionen zwischen Hefen und einigen
Bakterien wie z. B. Laktobazillen hin. Bei relativ niedriger Hefekonzentration,
wie dies am 33. und 39. LT bei den ABF der EAS der Fall war, konnte keine
signifikante Veranderung in der Zusammensetzung der bakteriellen Gruppen

festgestellt werden.

Zwei unterschiedliche Assimilationstests kamen in dieser Studie zur
Anwendung. Die Verwendung des kommerziellen Assimilationstests (ID 32 C
System) eignete sich nicht flr die Charakterisierung der im Ferkeldarm
dominanten K. slooffiae Stamme. Die Arbeitsbedingungen, die fur diese

Methode vorgeschrieben sind, waren wahrscheinlich trotz Modifikation fir diese
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Hefeart nicht geeignet. Der Assimilationstest in Mikrotiterplatten mit 96 Wells ist
sehr zeit- und arbeitsaufwandig, ermdglicht jedoch eine umfassende
Untersuchung der zu testenden Hefekultur auf die Verwertung
unterschiedlichster Substrate. Im Ergebnis dieses Tests wurde festgestellt, dass

K. slooffiae nur Glucose verwerten kann.

9. K. slooffiae wurde mit dem APl ZYM System, das eine Maoglichkeit zur
Diagnostik der enzymatischen Aktivitat verschiedener biologischer Materialien
wie z. B. Mikroorganismen, Zellen bietet, getestet. Bei K. slooffiae zeigte der
Test besondere Aktivitaten von Alkalischer Phosphatase und Leucin-
Arylamidase. Beide Enzyme sind auch im Darm zu finden und haben dort
wichtige biologische Funktionen bei der Protein- und Fettverdauung sowie bei
der Immunabwehr des Wirtes. Wie oben beschrieben soll das System, unter
anderem auf Grund der Aktivitatserfassung einer nur geringen Anzahl von
Enzymen, vordergriundig zur diagnostischen Analyse dienen. Auch ist es
fraglich, dass die angewandten Analysebedingungen optimal fur diese Hefeart
waren. Zur genauen Beurteilung der enzymatischen Aktivitat von K. slooffiae
Spezies sollten deshalb solche Methoden entwickelt und angewandt werden,

die entsprechend den Lebensbediengungen dieser Hefespezies optimiert sind.

10. Da sich die K. slooffiae im Schweinedarm gut etablieren kann und hohe
Konzentrationen erreicht, konnte diese Spezies durch ihre Stoffwechsel- und
Enzymaktivitaten die intestinale Mikrobiota bzw. die Gesundheit der Ferkel

insbesondere in der kritischen Absetzperiode positiv beeinflussen.

Die Untersuchungen dieser Studie bestatigen die in der Literatur beschriebene
Dominanz von K. slooffiae im Schweinedarm. In den bisher publizierten
Untersuchungen wurden jedoch nur die im GIT vorkommenden Hefen analysiert,
ohne dabei das Alter der Tiere, die verabreichte Nahrung oder die
Umweltbedingungen zu berlcksichtigen. Der Verdauungstrakt der Schweine
reprasentiert ein komplexes Okosystem. Um die Rolle bzw. Funktionen der
intestinalen Hefen nachvollziehen zu kdnnen, wurden in der vorliegenden Arbeit auch
die im Milieu wichtigen bakteriellen Gruppen - Enterobakterien, Enterokokken und

Laktobazillen - in die Untersuchungen mit einbezogen. Die Ergebnisse dieser
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Untersuchungen erdffnen ein neues, bisher wenig bekanntes Feld Uber die
qualitative und quantitative Entwicklung der Hefen im Darm der Absetzferkel und
deren moglichen Einfluss auf die intestinale Mikrobiota. Damit wird der gegenwartige

wissenschaftliche Kenntnisstand erweitert.

Unabhangig davon sind weitere Untersuchungen notwendig, die das Verstandnis
uber die Wirkung von K. slooffiae im GIT der Ferkel sowie die Interaktionen mit den
intestinalen Bakterien und dem Wirtsorganismus vervollstandigen. Auch erscheint es
sinnvoll der Fragestellung nachzugehen, inwieweit eine gezielte Darmbesiedlung der
Absetzferkel mit K. slooffiae als Probiotikum unter dem Blickwinkel der Erhaltung der
Gesundheit der Tiere in dieser kritischen Lebensphase sinnvoll und von praktischem

Wert sein kann.
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