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Untersuchungen zur mikrobiellen Flora im Ileum von Absatzferkeln

Summary

Title of the paper: Investigations on ileal microbial flora in weaning piglets

To characterize ileal microbial flora in weaning piglets a slaughter trial was conducted. 224 German Landrace
piglets of both genders were allocated to four different feeding regimes (with or without avilamycin, 3 resp. 8 %
crude fibre content). At predefined times pre- and postweaning piglets were sacrificed, the whole intestinal tract
was removed and its content collected separately for each section.

The microbial community was examined applying classical plate counting (selective agar plates) and molecular
techniques (DGGE, 16SrDNA-sequencing). Furthermore a range of microbial metabolites was determined.
Changes in ileal microflora — rather due to age than to diet - were observed pre- and postweaning.
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Zusammenfassung

Zur Charakterisierung der ilealen mikrobiellen Flora von Absatzferkeln wurde ein Schlachtversuch mit 224 Fer-
keln der Deutschen Landrasse durchgefiihrt. Nach dem Absetzen wurden die Versuchstiere in vier Gruppen auf-
geteilt, die unterschiedliches Starterfutter (mit und ohne Avilamycin; 3 bzw. 8 % Rohfasergehalt) erhielten. Zu
verschiedenen Zeitpunkten vor und nach dem Absetzen erfolgte die Schlachtung, das Darmkonvolut wurde ent-
nommen und der Inhalt der einzelnen Darmabschnitte gesammelt. Die mikrobiologische Besiedlung des Chymus
sowie ausgewdhlte Metaboliten wurden mittels klassischer Plattenkultivierung, molekularbiologischer Techniken
(DGGE, 16SrDNS-Sequenzanalyse) und chemischer Methoden untersucht. Es konnten Unterschiede in der Mik-
roflora vor und nach dem Absetzen festgestellt werden, die eher alters- als didtabhéngig begriindet sind.

Schliisselworter: Absatzferkel, ileale Mikroflora, Milchsaure, FFS

Einleitung

In der Schweineproduktion ist das Absetzen der Ferkel eine der einschneidendsten
MaBnahmen in deren Leben. Um eine hohe Effektivitit der Schweineproduktion zu
gewahrleisten, sind Ferkel immer friiher abgesetzt worden, so dass das heute iibliche
Absatzalter in Europa zwischen 21 und 28 Tagen liegt. Die damit einhergehenden
Probleme (erhohtes Auftreten von Diarrhoe und Atemwegserkrankungen) sind mit
Stagnation bzw. Reduzierung der Gewichtsentwicklung und dadurch mit finanziellen
Verlusten fiir den Landwirt (laingere Mastdauer, Tierverluste, erhohte Tierarztkosten)
verbunden. Um dem entgegen zu wirken, kamen vielfach Antibiotika im Ferkelstarter-
futter zum Einsatz.

Internationale Studien und Untersuchungen haben das vermehrte Auftreten von Kreuz-
resistenzen (WEGENER et al., 1998) zwischen Futterantibiotika und den in Human-
und Veterindrmedizin verwendeten Antibiotika und Chemotherapeutika nachgewiesen.
Als Konsequenz kam es EU-weit zum Verbot von Antibiotika als Futterzusatzstoftf in
der Tierproduktion.
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Innerhalb der EU wurde die Suche nach akzeptablen Alternativen bzw. Strategien
notwendig (JENSEN, 1998). Um deren Wirkung eindeutig beurteilen zu konnen, ist
die Kenntnis der zum Absatzzeitpunkt im Gastrointestinaltrakt (GIT) der Ferkel auf-
tretenden Verdnderungen — speziell der intestinalen Mikroflora - von besonderem Inte-
resse.

Die vorliegenden Untersuchungen hatten die Charakterisierung der ilealen Mikroflora
von Ferkeln zum Zeitpunkt des Absetzens zum Ziel.

Material und Methoden

Versuchstiere und Fiitterung: Der Versuch wurde in der institutseigenen Schweine-
zuchtanlage mit Ferkeln der Deutschen Landrasse beiderlei Geschlechts unter kon-
stanten Haltungsbedingungen (26 bis 28°C und natiirliches Licht) durchgefiihrt. Bis
zum Absetzen am 28. Lebenstag wurden die Tiere konventionell an der Sau ohne Bei-
futter aufgezogen. Am Absatztag wurden sie gewogen und in Gruppenbuchten zu je 8
Tieren eingestallt. Bei ad libitum Fiitterung und freiem Wasserzugang kamen folgende
Didten zum Einsatz: zwei Mischungen gleicher Zusammensetzung mit (Fr+AB) und
ohne (Fr-AB) Avilamycin (40 ppm) und zwei auf Getreide und Leguminosen basie-
rende Mischungen mit unterschiedlichem Rohfasergehalt (NF, 3% RFA; HF, 8%
RFA). Die Mischungen wurden so berechnet, dass sie den Empfehlungen des NRC
(1998) fiir Absatzferkel entsprechen.

Versuchsanstellung, Probengewinnung und Analysen: Jeweils 2 x 8 Ferkel wurden
sechs Tage vor, am Absatztag oder einen, fiinf und 15 Tage nach dem Absetzen geto-
tet. Der komplette GIT wurde entnommen. Der Diinndarm wurde von proximal nach
distal in drei gleiche Teile geteilt, die als Duodenum, Jejunum bzw. Ileum definiert
wurden. Von jedem Abschnitt wurde der gesamte Darminhalt entnommen und von je-
weils vier Tieren gepoolt.

Zur klassischen Bestimmung der Mikroflora wurden Verdiinnungsreihen der Proben
angefertigt, auf Selektivnidhrboden (Sifin®) Laktobazillen und Enterobakterien kulti-
viert und die koloniebildenden Einheiten [log KBE/g] ausgezahlt.

Die molekularbiologischen Untersuchungen Denaturing-Gradient-Gel-Electrophoresis
(DGGE) und 16SrDNS-Sequenzanalyse erfolgten nach den methodenspezifischen
Verfahren (SANGUINETTI et al., 1994). Die fliichtigen Fettsduren wurden mittels
Gaschromatographie (GEISSLER et al., 1976) und Milchsdure nach dem modifizierten
kolorimetrischen Verfahren (HAACKER et al., 1983) bestimmt.

Ergebnisse

Versuchstiere:

Uber den gesamten Versuch zeigten die Tiere keine duBeren Anzeichen von Erkran-
kungen, Tierverluste traten nicht auf. Zum jeweiligen Schlachtzeitpunkt waren die Le-
bendmassen zwischen den Versuchsgruppen nicht signifikant unterschiedlich.

Metabolite:

Ein Anhaltspunkt iiber die im Verdauungstrakt ablaufendenden mikrobiellen Prozesse
kann mit der Bestimmung der mikrobiellen Stoffwechselprodukte im Chymus der je-
weiligen Darmabschnitte erhalten werden.

Der Gehalt an Milchsdure spiegelt die Aktivitit der Laktobazillen wider (Tab. 1). In
den vorliegenden Untersuchungen sank die Milchsdurekonzentration bis einen Tag



103

nach dem Absetzen und stieg danach allmihlich wieder an. Ein signifikanter Unter-
schied zwischen den einzelnen Didten war nicht erkennbar. Die Konzentration der
fliichtigen Fettsduren (FFS) im Ileum war erwartungsgemal niedrig, da sie bei gesun-
den Tieren vorwiegend von den Dickdarmbakterien produziert werden. Die in Tabelle
1 dargestellten konstanten Werte zeigen, dass die Bildung der FFS unabhingig von
Alter und Fiitterungsregime war.

Tabelle 1
Gehalt an Milchsdure und fliichtigen Fettsduren im ilealen Chymus von Ferkeln vor und nach dem Absetzen bei
unterschiedlicher Fiitterung (Mittelwert + Standardabweichung) (Content of lactic acid and volatile fatty acids in
ileal digesta of piglets pre- and postweaning and fed different diets; mean + SD)
Tag vor und Sauenmilch (SM) Diédt 1 (Fr+AB) Diét 2 (Fr-AB) Diit 3 (NF) Diit 4 (HF)
nach dem
Absetzen

Milchsdure (mmol/1)

-6 21,1+£9,4

0 8,2+2,7

1 7,7+1,7 79+3,3 17,4+ 19,7 7,5+4,5
5 9,7+4,3 26,3 £10,5 30,1 +£26,2 25,0 £28,3
15 282+7,4 21,3 +22,5 35,9+24,3 23,9 +35,8

Fluchtige Fettsduren (mmol/1)

-6 12,3+7,1

0 8,3+0,6

1 9,3+4,0 9,0+7,9 58+4,4 17,4+ 15,0
5 49+23 8,2+7,7 3,0+4,1 48 +4,1
15 93+29 55+4,9 6,5+4,5 51+£29

Mikrobiologie:

Die bakteriellen Metabolite Milchséure und fliichtige Fettsduren geben keine direkte
Auskunft tiber die tatsdchliche mikrobielle Besiedlung des Ileums. Eine Methode zur
direkten Erfassung der intestinalen Mikroflora ist die klassische Mikrobiologie, deren
Ergebnisse in Tabelle 2 zusammengefasst sind. Die hochste Besiedlung mit Laktoba-
zillen konnte im Ileumchymus vor dem Absetzen festgestellt werden. Der weitere
Verlauf der Besiedlung mit Milchsdurebakterien ist komplementdr zu dem der beo-
bachteten Milchsdurekonzentration. Ein leichter Anstieg der Besiedlung des Ileums
mit Enterobakterien war bis fiinf Tage nach dem Absetzen zu verzeichnen. Anschlie-
Bend reduzierte sich deren Anzahl wieder auf das Ausgangsniveau (sechs Tage vor
dem Absetzen; Tab. 2). Wahrend am ersten Tag nach dem Absetzen fiir Enterobakte-
rien signifikante Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen beobachtet wurden,
konnte im weiteren Verlauf kein signifikanter Einfluss der Futtermischungen auf die
Enterobakterien und Laktobazillen im Ileum festgestellt werden. Ahnliche Angaben zu
Enterobakterien und Laktobazillen im [leum von Saug- und Absatzferkeln wurden von
DECUYPERE und VAN DER HEYDE (1972), KOVACS et al. (1972), GEDEK et al.
(1993) und MIKKELSEN und JENSEN (1998) mitgeteilt.

Um einen Uberblick iiber die Diversitdt der mikrobiellen Ileumflora zu bekommen,
wurde ein ,,fingerprint” mittels DGGE angefertigt. Das DGGE-Profil der untersuchten
Tiere (Abb.) ist relativ einheitlich und somit weitestgehend unabhéangig vom Alter der
Tiere und der aufgenommenen Nahrung. Das erhaltene Profil weist nur drei dominante
Banden auf: eine untere und eine obere in den Proben vor und nach dem Absetzen,
sowie eine mittlere. Diese mittlere Bande konnte nur nach dem Absetzen im Chymus
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gefunden werden. Zur Identifizierung der dominanten Banden wurden diese einer
16SrDNS-Sequenz-Analyse unterzogen. Wihrend uns bis jetzt die Sequenzierung der
oberen Bande nicht gelungen ist, konnte festgestellt werden, dass es sich bei den
anderen Banden um nicht-kultivierbare Bakterien-Klone handelt.

Tabelle 2
Mikrobielle Besiedlung des ilealen Chymus von Ferkeln mit Enterobakterien und Laktobazillen vor und nach
dem Absetzen bei unterschiedlicher Fiitterung (Mittelwert + und Standardabweichung) (Microbial counts in ileal
digesta of piglets pre- and postweaning and fed different diets; mean + SD)
Tag vor und Sauenmilch (SM) Diit 1 (FrtAB) Diit 2 (Fr-AB) Didt 3 (NF) Diit 4 (HF)
nach dem
Absetzen

Enterobakterien (log KBE/g)

-6 6,8+0,8

0 74+13

1 6,8+£0,5" 7,7+0,7 7,5+0,5 8,4 +0,6"
5 7,8+0,8 8,3+0,3 7,8+0,5 8,2x0,1
15 7,1+1,0 6,4+14 8,2+0,6 6,8+ 1,6

Laktobazillen (log KBE/g)

-6 8,9+04

0 8,7+£0,2

1 6,7+£1,0 7,8+£0,6 7,6 £0,9 69+13
5 8,1 +0,5 8,7+0,3 8,5+0,5 8,1+0,7
15 8,7+0,2 80+12 8,5+0,7 7,6+1,5

* Signifikanz (p>0,05); * significance (p>0.05)

M: DGGE-Marker; -6, 0, +5 und +15 Tage vor bzw. nach dem Absetzen
(M: DGGE marker; -6, 0, +5, +15 days pre- resp. postweaning)

Abb.: DGGE-Profil des Ileumchymus von Ferkeln zu verschiedenen Zeitpunkten der Absetzphase und bei
Fiitterung unterschiedlicher Didten (DGGE profile of ileal digesta of weaning piglets receiving different diets)

Die untere Bande représentiert Klone (p-3301-23G2, p-37-a5, p-3443-SwA?2), die nach
LESER et al., (2002) der Lb. amylovorus-Gruppe zuzuordnen sind. Bis jetzt wurden
gleiche Stimme nur aus Diinn- und Dickdarminhalt von Schweinen sowie aus Maissi-
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lage isoliert. Die Untersuchung der mittleren Bande dagegen ergab, dass der identifi-
zierte Stamm S4D der E. coli-Gruppe zugeordnet werden kann (FAVIER et al., 2002),
der bisher bei mit Muttermilch erndhrten Séuglingen gefunden werden konnte.

Diskussion

Das Ziel der vorliegenden Untersuchungen bestand in der Charakterisierung der ilea-
len Mikroflora bei Ferkeln zum Zeitpunkt des Absetzens sowie der Priifung des Ein-
flusses von Futtermischungen mit und ohne Antibiotika bzw. unterschiedlichen Rohfa-
sergehalten.

Die vorgestellten Untersuchungen haben gezeigt, dass unter den beschriebenen Ver-
suchsbedingungen die mikrobielle Besiedlung — und damit auch die Gehalte an mikro-
biellen Metaboliten — im Ileumchymus der Ferkel zum Zeitpunkt des Absetzens wei-
testgehend konstant waren. Die dominierenden Bakterien im Untersuchungszeitraum
waren die Gruppe der Laktobazillen, die im Verlauf des Absetzens zahlenméBig ab-
nahmen, aber innerhalb weniger Tage, unabhéngig von der verabreichten Didt, wieder
die Werte vor dem Absetzen erreichten. Wie die DGGE und 16SrDNS-Sequenzana-
lyse zeigten, waren die Laktobazillen vorwiegend der Lb. amylovorus-Gruppe zugeho-
rig. Diese Gruppe scheint spezifisch fiir den GIT von Schweinen zu sein, da sie bisher
nur in porcinen Darminhalten beobachtet werden konnte. Auch LESER et al. (2002)
wiesen in ihren Untersuchungen an dinischen Schweinen verschiedenen Alters und
unterschiedlicher Fiitterung diese zur Lb. amylovorus-Gruppe gehorigen Laktobazillen
nach.

Im DGGE-Profil konnte der E. coli-Klon S4D im Ileumchymus nur nach dem Abset-
zen festgestellt werden. Dies steht jedoch im Widerspruch zu den Ergebnissen der
klassischen Mikrobiologie, mit der Enterobakterien auf VRBD-Agar bereits bei den
Saugferkeln nachgewiesen wurden. Um diesen Widerspruch kldren zu kénnen, wird
das Probenmaterial gegenwirtig zusdtzlichen Analysen (z.B. Fluoreszens-In-Situ-
Hybridisierung (FISH)) unterzogen.

Aufbauend auf den erhaltenen Ergebnissen kann geschlussfolgert werden, dass sich -
entgegen den Erwartungen - die Verdnderungen der ilealen Mikroflora wéhrend des
Absetzens weitaus weniger gravierend darstellen. Dabei ist nicht auszuschlieBen, dass
die unter den Bedingungen der landwirtschaftlichen Praxis wéhrend des Absetzens
auftretenden Stressfaktoren (Trennung von Sau und Wurfgeschwistern, Umgebungs-
verdnderung, Verdnderung des sozialen Umfeldes, plotzliche Futterumstellung, etc.)
durch die wihrend des Versuches herrschenden konstanten hygienischen Bedingungen
gemildert wurden. Diese Interpretation wird dadurch unterstiitzt, dass kein Effekt
durch die Verabreichung von antibiotisch wirkenden Futterzusatzstoffen (Avilamycin)
bei Absatzferkeln beobachtet werden konnte. Die Anwendung von antimikrobiellen
Futteradditiven zur Verminderung des Absatzstresses ist bei Einhaltung der guten
landwirtschaftlichen Praxis mit konsequentem Hygienemanagement unbegriindet.
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