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Beeinflussung der Darmflora durch Probiotika -
Analyse mittels molekularer Methoden
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Zusammenfassung

Der Einfluss von Probiotika auf die Darmflora wurde bei
Kiken mit molekularbiologischen, kulturfreien Methoden
(Polymerasekettenreaktion - PCR, Denaturant Gel Elektro-
phorese — DGEE) untersucht und mit mikrobiologischen
Methoden verglichen. Kiiken wurden vier Wochen lang mit
einem Enterococcus faecium Stamm gefuttert und Proben
von unterschiedlichen Regionen des Gastrointestinaltrakts
wurden mit Proben aus normal gefiitterten Kiiken ver-
glichen. Als zusatzliche Kontrolle dienten Proben normal
gefltterter Kiken, welche mit dem probiotischen Stamm
gespikt wurden. In Ubereinstimmung mit den konventionel-
len Methoden zeigte die wesentlich raschere Methode der
DGGE die Besiedlung des Darms mit dem Enterococcus
faecium Stamm, aber auch Veranderungen im Muster der
wichtigsten Keime.
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Summary

Consequences of probiotica on the gastrointestinal (Gl)
flora of poultry has been analysed using microbial, culture
free methods including PCR and DGGE and compared
with standard microbial methods. Poultry was fed with a
selected strain of Enterococcus faecium for four weeks and
samples of the Gl flora were taken from various regions of
the Gl tract. The Gl flora was compared with a control. As an
additional control the Gl flora of a control group was spiked
with Enterococcus faecium. In accordance with microbial
standard methods the time saving DGGE analysis revealed
colonisation of the Gl tract by Enterococcus faecium but also
changes in the pattern of prominant bacterial strains.
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Einleitung

Die Nutzung von Antibiotika in der landwirtschaft-
lichen Tierhaltung hat in den letzten Jahrzehnten
enorme Ausmalde angenommen. Die Anwendung der
Antibiotika liegt dabei hauptsachlich im therapeuti-
schen, prophylaktischen und nutritiven Bereich [1].
Doch aufgrund der vermehrten Anwendung von Anti-
biotika kommt es bei vielen gesundheitsrelevanten
Bakterien zur Ausbildung von Resistenzen gegeniliber
Antibiotika, was zu Problemen bei der Behandlung von
Infektionen durch diese Bakterien fiihren kann [1].
Aus diesem Grund sind in der Europaischen Union
seit 1995 viele Antibiotika verboten, welche als
Wachstumsforderer verwendet wurden. Mit Beginn
des Jahres 2006 ist in der EU die Verwendung von
Antibiotika als Wachstumsforderer verboten [1].
Die WHO empfiehlt generell die Anwendung von
Antibiotika, sowohl beim Mensch als auch beim Tier,
weitestgehend einzuschranken.

Aufgrund dieser Empfehlungen missen neue Wege
und Alternativen gefunden werden, um die Tiere
besonders in deren ersten Lebenstagen vor Infek-
tionen durch pathogene Bakterien, wie Clostridium
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perfringens oder Campylobacter jejuni, zu schitzen.
Eine dieser Alternativen stellt das Konzept der Compe-
titive Exclusion (CE) dar. Darunter versteht man im
Allgemeinen den Schutz vor Kolonisation von patho-
genen Mikroorganismen durch vorteilhafte Mikro-
organismen [2].

Die wichtigsten Mechanismen der CE sind der Wett-
bewerb um Nahrstoffe und Rezeptorstellen, die Co-
aggregation mit Pathogenen, die Produktion von or-
ganischen Sauren sowie die Stimulation des Immun-
systems [3].

Die Bakterien, die diese Mechanismen aufweisen,
werden im Darmtrakt eines jeden gesunden Tieres ge-
funden und sind wichtige Vertreter der Darmflora [4].
Durch die Zugabe dieser probiotischen Stamme als
Futterzusatzmittel soll die Darmflora von jungen
Tieren aufgebaut bzw. gestarkt werden, damit sie in
der Lage sind, Infektionen durch pathogene Bakte-
rien zu widerstehen. In der Tierernahrung werden
Probiotika aus prophylaktischen und leistungsfor-
dernden Indikationen im engeren Sinne als Ersatz
fur Antibiotika als Futtermittelzusatzstoffe zur Unter-
stlitzung der Mast (Schweine, Gefligel), aber auch
therapeutisch zur Gesunderhaltung bei Stérungen des
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mikrookologischen Gleichgewichts der Darmmikro-
flora eingesetzt [5].

Im nachfolgenden Experiment sollte anhand eines
Tiermodells untersucht werden, inwiefern die Darm-
flora der beiden Darmabschnitte Jejunum und Cae-
cum durch die Zugabe eines probiotischen Stammes
beeinflusst wird. Dabei muss auch auf die beiden
unterschiedlichen Darmabschnitte, die sich wesent-
lich in ihrer physiologischen Umgebung unterschei-
den, eingegangen werden:

Im Jejunum findet der Hauptanteil der Verdauung
statt. Daher finden sich hier hohe Konzentrationen von
Gallensalzen, Verdauungsenzymen und Pankreatin.
Der pH-Wert liegt zwischen 6,5 und 7,0.

Was die vorherrschende Darmflora betrifft, sind hier
viele fakultativ anaerobe Formen, wie Laktobazillen,
die den grof3ten Anteil der Darmflora ausmachen,
Streptokokken und Enterokokken, Enterobacteriaceae
und Clostridien angesiedelt [6].

Selektion auf hohere Wachstumsraten bei Masthahn-
chenflhrtezu unerwiinschten Nebeneffekten wie einer
veranderten Magen-Darm-Entwicklung wahrend des
Wachstums, Stoffwechselproblemen, einer schlech-
ten Immunkompetenz und einer erhohten Anfalligkeit
auf Pathogene [7].

Die beiden Caeca sind durch ihr streng anaerobes
Klima und die hochste Bakteriendichte gekennzeich-
net. Es finden sich hauptsachlich nicht-sporulierende
Anaerobier sowie 17 unterschiedliche Arten von
Clostridien [2].

Der pH-Wert liegt zwischen 8,0 und 9,0. Die Konzen-
tration von Gallensalzen ist nur mehr gering, wohin-
gegen die Konzentration von kurzkettigen Fettsauren,
die von den Darmbakterien durch Umbau von Zellu-
lose entstehen, sehr hoch ist [8].

Material und Methoden

Als Untersuchungsmaterial diente der Inhalt aus den
Darmabschnitten Jejunum und Caecum dreier vier
Wochen alter Kiiken, welche mit 2,7 x 10" Gramm/Tag
probiotischem Enterococcus faecium DSM350 der
Firma Biomin und Kikenfutter gefiittert wurden.
Als Kontrolle wurde ein Kiiken nur mit Kikenfutter

(Kontrolltier) gefiittert. Die Gesamt-DNA aus 200 mg
Stuhl wurde durch ein Extraktionskit fur Stuhl (Fa.
Genxpress) gewonnen. Mittels Polymerase Ketten-
reaktion (PCR) wurden bestimmte Abschnitte bak-
terieller 16S rDNA aus der Gesamt-DNA amplifiziert
und gereinigt. Die PCR-Bedingungen und verwendete
Primer sind in Tabelle 1 dargestellt.

Die amplifizierten PCR-Produkte wurden mittels De-
naturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE) nach
ihrer Sequenz aufgetrennt. Dies geschieht in einem
Polyacrylamidgel entlang eines ansteigenden Gra-
dienten von DNA-denaturierenden Substanzen [9].
Die Struktur der DNA wird durch das sequenzabhan-
gige Schmelzverhalten geandert und damit wird die
Wandergeschwindigkeit im Gel beeinflusst. Durch
die unterschiedlichen Wanderstrecken konnen Unter-
schiede in der Sequenz verschiedener DNA-Bereiche
festgestellt werden [9].

Es wurde ein Screen auf Eubakterien, Enterobacteria-
ceenund Laktobazillen durchgefiihrt. Dabeiwurdendie
DNA-Fragmente dreieinhalb Stunden bei 200 Volt und
einem 8 %igen Polyacrylamidgel mit einem Denatu-
rantiengradienten von 30 bis 60 % aufgetrennt. Als
Sensitivitatstest (Spiketest) wurden 10* Bakterien
des probiotischen Keims pro Gramm Stuhl des
Kontrolltieres beigemengt. Sowohl DNA-Extraktion
als auch PCR und DGGE wurden im 3er-Ansatz

durchgefihrt.
Keimart Nidhrmedien Differenzierung
. weilBe
ki hl PP
Gesamtkeimza Tryptone Soya Agar scheibenformige
Aerob .
Kolonien
. weilde,
Gesamtkeimzahl Reinforced Clostridial Agar | scheibenférmige
Anaerob .
Kolonien
Enterococcus,
Enterokokken Kanamycin-Aesculin-Azid- Sta[.)hylococcus,
Agar Bacillus cereus,
E.coli
Enterobacteriaceae | VRBD-Agar Enterobacteriaceae

Tab. 2: Selektierte Mikroorganismen und Nihrme-
dien. Die Keime wurden 24 Stunden bei 37°C
bebriitet.

Neben der molekulargenetischen Untersuchung wur-
de auch die klassische Kultivierung mit

Primer |Sequenz [5'- 3'] Tt:‘nn::::t‘sr Target Referenz Selektivmed_ien ?ls Vergleich heran-
- gezogen. Hierbei wurde auf Entero-
341f CCTACGGGAGGCAGCAG 55°C Eubakterien 10 . .
985r GTAAGGTTCTTCGCGTT 55°C Eubakterien 1 coccus faecium sowie aerot_;e und
518 | ATTACCGCGGCTGCTGG 55°C | Eubakterien, nested | 12 anaerobe Bakterien allgemein und
DG74f | AGGAGGTGATCCAACCGCA 58°C | Enterobacteriaceae 13 auf Staphylokokken, Bacillus cereus,
RWO1r | AACTGGAGGAGGGTGGGGAT 58°C Enterobacteriaceae 13 E.coli und allgemein auf Enterobac-
Lac1 AGCAGTAGGGAATCTTCCA 60°C | Laktobazillen 14 teriaceae selektiert. Die Selektion
Lac2 ATTYCACCGCTACACATG 60°C | Laktobazillen erfolgt aufgrund unterschiedlicher
GC- CGCCCGCCGCGCGCGGCGGG 10 Wachstumsbedingungen flr unter-
Klammer | CGGGGCGGGGGCACGGGGGG schiedliche Bakteriengruppen und
Tab. 1: PCR Bedingungen und Primer. -spezies (Tab. 2).
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Ergebnisse

Anhand des Bandpattern der amplifizierten DNA der
Eubakterien ist der Unterschied einerseits zwischen
Caecum und Jejunum und dem probiotischen Keim
und dem Kikenfutter deutlich erkennbar.

Der Unterschied im Bandenmuster zwischen dem
Kontrolltier und den Versuchstieren ist bei den
Eubakterien (Abb.1) deutlich zu erkennen, wahrend
das Bandenmuster innerhalb der Versuchsgruppe
kaum Unterschiede aufweist.

Die Bande des zugesetzten Keims war in der gespikten
Probe deutlich zu sehen, nicht aber bei den Proben
des Kontrollkiikens.
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Abb. 1: DGGE der mit den Primern 341fGC-518r am-
plifizierten DNA Fragmente der drei Versuchs-
kiiken, der Kontrollen, des Probiotikum-Stam-
mes und des Kiikenfutters: M) Marker, KsJ)
Jejunum Kontrolitier gespikt, KJ) Jejunum
Kontrolltier, V1J-V3J) Jejunum Versuchstiere,
KsC) Caecum Kontrolltier gespikt, KC) Caecum
Kontrollitier, V1C-V3C) Caecum Versuchstiere,
P) Probiotischer Keim, F) Kiikenfutter

T |

Greisen et al. [15] fuhrte die Primer anfangs als uni-
verselle Primer. Bunyard und Valez [13] beschrieben
die Primer DG74f und RWO01r als Enterobacteriaceae-
spezifisch. Tatsachlich amplifizieren diese Primer eine
andere konserviertere Region der 16S rDNA.

Die Amplifikation mit den Primern DG74f und RWO01
(Abb. 2) zeigt einen deutlichen Unterschied zwischen
den Proben des Jejunum der gespikten Kontrolle
und der Kontrolle, nicht aber zwischen Kontrolle und
Versuchstieren. Das Bandpattern der Proben des
Caecum der Versuchstiere weist ein gering anderes
Bandenmuster auf als das der Kontrolle.
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Abb. 2: DGGE mit den Primern DG74f-RW01rGC am-
plifizierten DNA Fragmente der der drei Ver-
suchskiiken, der Kontrollen, des Probiotikum-
Stammes und des Kiikenfutters: M) Marker,
KsJ) Jejunum Kontrolltier gespikt, KJ) Jeju-
num Kontrolltier, V1J-V3J) Jejunum Versuchs-
tiere, KsC) Caecum Kontrolltier gespikt,
KC) Caecum Kontrolltier, V1C-V3C) Caecum
Versuchstiere, P) Probiotischer Keim und
F) Kiikenfutter.

Das DNA-Bandpattern der Laktobazillen (Abb. 3) weist
kaum sichtbare Unterschiede zwischen Jejunum,
Caecum, dem Probiotikum und dem Kiikenfutter auf.
Lediglich die Versuchsgruppe — v.a. die Proben aus
dem Jejunum - zeigt eine zusatzliche Bande.
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Abb. 3: DGGE mit den Primern Lac1fGC-Lac2r am-
plifizierten DNA Fragmente der drei Ver-
suchskiiken, der Kontrollen, des Probiotikum-
Stammes und des Kiikenfutters: M) Marker,
KsJ) Jejunum Kontrolltier gespikt, KJ) Jeju-
num Kontrolltier, V1J-V3J) Jejunum Versuchs-
tiere, KsC) Caecum Kontrolltier gespikt,
KC) Caecum Kontrolltier, V1C-V3C) Caecum

Versuchstiere, P) Probiotischer Keim, F) Kii-
kenfutter.
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Die Ergebnisse der Kultivierung sind in Tabelle 3, 4
und 5 zusammengefasst. Die Gesamtkeimzahl aero-
ber und die anaerober, nicht-pathogener Mikro-
organismen ist bei den Versuchstieren um ein bis
zwei Zehnerpotenzen gestiegen.

Kontrolle Versuchs- | Versuchs- | Versuchs-

tier 1 tier 2 tier 3
Gesamtkeimzahl 2,61*10° 1,64%107 2,84%10° 9,64%10°
aerob
Gesamtkeimzahl | ) 7,0 1,89%107 | 2,64%10° 1,06%108
anaerob
Enterokokken 1,57*10* 1,63*107 2,20%10° 8,27*10°
Entero- 4,00%10" 1,00¢102 | 4,55%10° | 3,30%10°
bacteriaceae

Tab. 3: Keimzahlen im Jejunum in der Kontrolle und
den Versuchstieren.

Kontrolle Versuchs- | Versuchs- | Versuchs-
tier 1 tier 2 tier 3

Gesamtkeimzahl | g 39010 | 164%107 | 2,84%10° | 9,64%10°
aerob
Gesamtkeimzahl 1,30%10° 1,89%107 2,64%10° 1,06%108
anaerob
Enterokokken 6,16%10° 1,63*107 2,20%108 8,27*10°
Entero- 1,23%10 | 1,00%10° | 4,55%10? | 3,30%10'
bacteriaceae

Tab. 4: Keimzahlen im Caecum der Kontrolle und
des Versuchstieres.

Kiikenfutter
Gesamtkeimzahl aerob 2,72%10*
Gesamtkeimzahl anaerob 1,33*10*
Enterokokken 2,48%10?
Enterobacteriaceae 1,83*10°

Tab. 5: Keimzahlen von Kiikenfutter

Diskussion

Anhand des eubakteriellen Bandpattern der ampli-
fizierten DNA konnte eine Beeinflussung der Darm-
flora durch Fultterung eines probiotischen Keimes
gezeigt werden. Der probiotische Keim zeigt anhand
der DNA-Bandenmuster eine — wenn auch geringe —
Beeinflussung der Darmflora dieser Gruppe, und das
nur in den anaeroben, alkalischen Darmabschnitten
(Caecum). Die Beeinflussung der Laktobazillen-Flora
durch den probiotischen Enterococcus faecium durf-
te — wenn auch nur gering — vor allem im Bereich des
Jejunum liegen. Eine mogliche Erklarung fur die sehr
ahnlichen Bandenmuster konnten die verwendeten
Primer liefern: Sie amplifizieren nur einige bestimmte,
in Getreide und Milchprodukten vorkommende Lak-
tobazillusarten. Da das Tragermaterial fir den pro-
biotischen Keim E. faecium Milchpulver war, das
Kikenfutter aus Getreidekérnern bestand und Lakto-
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bazillen fakultativ anaerob sind - also sowohl im
Jejunum als auch im Caecum wachsen konnen, ist
eine sehr ahnliche Laktobazillen-Flora zwischen allen
Gruppen durchaus denkbar. Anhand der klassischen
Kultivierung konnte eine quantitative Beeinflussung
der gesamten Darmflora durch Probiotika gezeigt
werden. Zusammenfassend konnte in der Studie
festgestellt werden, dass durch Flitterung der Hihner
mit dem probiotischen Stamm eine Veranderung
der Darmflora, sowohl qualitativ als auch quantitativ
stattgefunden hat. Nicht nur der probiotische Keim
hat sich im Darm angesiedelt, auch andere Gruppen
traten vermehrt auf.
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