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Einleitung und Aufgabenstellung

A Einleitung und Aufgabenstellung

Die Urspringe der Verwendung von Probiotika liegen im Griechenland der Antike.
Metchnikoff (1907) war in der Neuzeit der erste, der die positiven Wirkungen der
milchsaurebildenden Bakterien entdeckte.

Heute versteht man unter Probiotika — der Begriff stammt von Parker 1974 - lebende
Mikroorganismen, die fur den Wirt von Nutzen sind, indem sie das intestinale
Gleichgewicht verbessern. Bei den Prebiotika handelt es sich dagegen um
Nahrungsbestandteile, die dem Wirt nutzen, indem sie selektiv das Wachstum oder
die Aktivitat einer oder mehrerer Bakterienarten im Colon stimulieren (Gibson und
Roberfroid, 1995). Pro- und Prebiotika kdnnen einzeln oder in Kombination Uber das
Futter zugesetzt werden, um beim Tier durch die Modifikation der Darmflora eine
Verbesserung der Gesundheit, und damit auch der Leistung zu erzielen. Bei
landwirtschaftlichen Nutztieren stehen Uberwiegend Effekte wie Gewichtszunahme
und Futterverwertung im Vordergrund. Bei Hund und Katze versucht man dagegen
neben der positiven Beeinflussung der Darmflora darliber hinaus weitere

extraintestinale Wirkungen zu erzielen.

Bei dem von uns zu untersuchenden Lactoferrin, einem prebiotisch wirksamen
Glycoprotein, handelt es sich um eine Substanz, deren Anwendung noch nicht
verbreitet ist. Es existieren jedoch umfangreiche in vitro-, und auch einige in vivo-
Untersuchungen, die eine offenbar aullerst potente Wirkung von Lactoferrin auf den
Organismus in Bezug auf ein antimikrobielles, antivirales, antimykotisches,

antioxidatives und antientzindliches Spektrum vermuten lassen.

Mogliche gesundheitsfordernde Wirkungen von Lactoferrin sollen in der vorliegenden
Arbeit am Modell der mutterlosen Aufzucht von neonatalen Beagle-Welpen gepruft
werden.

Mit Hilfe dieses Modells kann eine Standardisierung der Versuchsbedingungen
gewabhrleistet werden, ohne dass Variabilitaten bezuglich WurfgroRe, Milchleistung
des Muttertieres oder ungleichmafige Milchaufnahme der Welpen die Auswertung

beeinflussen konnen.



Einleitung und Aufgabenstellung

Ziel des Versuches war es herauszufinden, ob und - wenn ja - in welchem Umfang
Lactoferrin intestinale und/oder extraintestinale Wirkungen bei Welpen entfaltet.

Zur Beantwortung der genannten Frage, sollte in bestimmten Abstanden die
Futteraufnahme, Gewichtsentwicklung und Futterverwertung, die mikrobielle
Zusammensetzung der Faeces, deren Lactat- und Ammoniakgehalt, sowie der Kot-
pH und die Trockensubstanz bestimmt werden. In der 4., 8., 10., 12. und 14. Woche
sollte zudem das rote und weil3e Blutbild der Welpen untersucht werden.
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B Literaturiuibersicht

1 Der Begriff Probiotikum

1.1 Geschichtliche Entwicklung

Der Begriff Probiotikum, abgeleitet von der griechischen Bezeichnung "flur das
Leben", wurde erst in neuerer Zeit fir Mikroorganismen gepragt, die mit der Intention
Uber das Futter verabreicht werden, im Verdauungstrakt von Mensch und Tier
gesundheitsfordernde Wirkungen zu erzielen.

Der russische Wissenschaftler und Nobelpreistrager Metchnikoff fihrte bereits 1907
die durchschnittlich sehr lange Lebensdauer der bulgarischen Bevdlkerung auf deren
haufigen Verzehr fermentierter Milchprodukte zurtck. Nach Untersuchungen am
Pasteur-Institut in Paris, bei denen er die Bakterien isolierte und deren Wirksamkeit
in in vivo-Experimenten untersuchte, schrieb er in seinem Buch "Die Verlangerung
des Lebens" milchsaurebildenden Mikroorganismen die Fahigkeit zu, die toxischen
Produkte der Mikroflora im Colon zu reduzieren, ,abtragliche Keime® im Darm
zurickzudrangen und die Belastung des Organismus durch deren schadliche
Stoffwechselprodukte zu vermindern. Damit schaffte er die Basis des heutigen
Einsatzes der Probiotika. Metchnikoff selbst verwendete ein grampositives
Bakterium, das er Bacillus bulgaricus nannte, welches wahrscheinlich dem heutigen
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus entspricht. Ironischerweise gilt gerade
dieses Bakterium heute nicht mehr als Probiotikum, da es im Dunndarm bereits
groftenteils verdaut wird.

1974 definierte Parker erstmals die Bezeichnung ,probiotics“. Fur ihn waren
Probiotika lebende Mikroorganismen oder Substanzen, die eine den Antibiotika
gegensatzliche Wirkung haben und damit das intestinale mikrobielle Gleichgewicht
fordern. Damit war ein grof3er Schritt in Hinblick auf ein besseres Verstandnis des
Zusammenspiels zwischen Bakterien und Wirt getan. Parker erreichte es, dass
Mikroorganismen nicht mehr ausschlieRBlich als Krankheitserreger angesehen
wurden.

Seitdem wurde die Definition mehrmals modifiziert. Fuller sah es 1989 als

angebracht an, den Begriff "Substanzen" aus der damals existierenden Definition
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herauszunehmen, da er in Hinblick auf die Verwendung der Antibiotika als
missverstandlich gelten kénnte. Der Begriff Probiotikum wurde von ihm auf lebende
Mikroorganismen, die das mikrobielle Gleichgewicht im Darm des Wirtes verbessern
und damit dem Wirt von Nutzen sind, eingeschrankt. 1992 definierten Havenaar und
Huis in't Veld Probiotika als lebende Mikroorganismen (einzelne Stamme oder
Mischkulturen), die fur ihren Wirt nltzlich sind, indem sie einen forderlichen Effekt auf
Verhitung und Behandlung spezifisch pathogener Konditionen haben. Auf3erdem
sollten sie die gesundheitlichen Eigenschaften der unverdaulichen Mikroflora
verbessern. Guarner und Schaafsman erganzten 1998 diese Definition um die
Kriterien, dass die Mikroorganismen in ausreichender Menge verzehrt werden und
gesundheitsfordernde Wirkungen entfalten, die Uber die der Grundnahrungsmittel

hinausgehen.

1.2 Heute giiltige Definition

Hauptsachlich basierend auf der Definition von Fuller (1989), versteht man heute
unter einem Probiotikum lebende Mikroorganismen, die, in ausreichender Menge
aufgenommen, einen positiven Effekt auf das Gleichgewicht der intestinalen
Mikroflora ausuben. Eine sehr aktuelle Definition stammt von Salminen (1998),
welche v.a. in Hinblick auf die menschliche Ernahrung etabliert wurde. Danach ist ein
Probiotikum ein lebender mikrobieller Nahrungsbestandteil, der die Gesundheit
fordert. Demnach verlangt diese Definition nachweisbare gesundheitliche Vorteile
durch die Aufnahme der Mikroorganismen, eine Forderung, deren Nachweis naturlich
nicht einfach zu erbringen ist.
Das Probiotikum muss dartber hinaus weitere Kriterien erflllen.
Es darf weder im Magen noch im Dinndarm absorbiert oder hydrolysiert werden.
Es muss das Wachstum nutzlicher Bakterien fordern.
Es soll die Mikroflora in einer Weise verandern, so dass eine gesuindere
Zusammensetzung derselben resultiert.
In erster Linie handelt es sich um milchsaurebildende Bakterien, v.a. Lactobacillen
und Bifidobakterien. Aber auch bei Enterococcen, Streptococcen, Bacillen,
Proprionibakterien, Bacteroides spp., bei vielen Pilzen und Hefen kdnnen

probiotische Wirkungen nachweisbar sein. Das Probiotikum kann aus einem oder



Literaturiibersicht

mehreren Mikroorganismen-Stdmmen zusammengesetzt sein. Die folgende Tabelle

zeigt eine Auswahl haufig verwendeter probiotischer Mikroorganismen.

Tabelle 1: Haufig als Probiotika verwendete mikrobielle Spezies

Lactobacillen | Bifidobakterien Enterococcen | Saccharomyceten | Lactococcen
L. acidophilus | B. bifidum E. faecalis S. boulardi L. lactis

L. rhamnosus | B. longum E. faecium

L. reuteri B. breve

L. casei B. adolescentis

L. gasseri B. infantis

L. plantarum B. thermophilum

L. johnsonii B. animalis

Es gibt viele Kriterien fur die Effizienz probiotischer Produkte. Beispielsweise sollten
sie dem Konsumenten nutzen, weder pathogene noch toxische Wirkungen austben
und eine grofde Anzahl lebender Zellen beinhalten, die weder durch die Lagerung

noch den Gebrauch signifikant dezimiert werden kdnnen.

1.3 Die probiotische Grundidee

Die probiotische Grundidee beruht auf wichtigen Grunderkenntnissen.

Collins und Carter bewiesen 1978 in ihren Studien, dass pathogenfreie Tiere zwar
lebensfahig, jedoch sehr viel starker anfallig fur Infektionen sind. Das Immunsystem
dieser Tiere befindet sich in einem schlechteren Zustand da die kompetitive
Kolonisation der Magen-Darm-Flora, die eine effektive Barriere gegen Infektionen
darstellt, fehlt. Gerat die gesunde Flora aus dem Gleichgewicht, kénnen die
schadlichen Mikroben und deren Metabolite zu Leberschaden, genotoxischen,
mutagenen oder karzinogenen Aktivitdten fuhren. Darmwirksame Antibiotika, die die
gesunde Darmflora zerstoren, erhdhen die Wahrscheinlichkeit dieser Entwicklung
(Freter 1955). Die orale ZufiGhrung von Faeces ermdglicht es, den
antibiotikainduzierten Durchfall zu reduzieren bzw. die Gefahr einer Infektion des
Korpers mit pathogenen Keimen zu verringern, da durch Verabreichung forderlicher
Bakterien das gesunde Gleichgewicht wiederhergestellt werden kann. (Swass et al.
1984).
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Die probiotische Idee entwickelte sich aus der Erkenntnis der Effekte der
kolonialisierenden Mikroben im Korper, sowie dem Bestreben, deren positive
Aktivitaten zu unterstutzen und gleichzeitig die negativen zu verhindern.

Dieses probiotische Konzept wird durch die vielen positiven Resultate von klinischen

human- und tiermedizinischen Studien bekraftigt.

2 Prebiotika

Der Begriff Prebiotikum wurde erstmals 1995 von Gibson und Roberfroid gepragt.
Man versteht darunter einen Nahrungsbestandteil, der fur den Wirt in der Weise von
Nutzen ist, indem er selektiv das Wachstum oder die Aktivitat einer oder mehrerer
Bakterien im Colon stimuliert. Durch Metabolisierung des Prebiotikums wird die
Anzahl der erwlnschten Bakterien im Darm erhdht. Haufig werden unter Prebiotika
nur bestimmte Kohlenhydrate, wie Oligosaccharide, Fructooligosaccharide, lange
Polysaccharide und kleine Zuckeralkohole verstanden.

Entscheidend sind jedoch die folgenden Kriterien, wodurch weitere Substanzen in
den Begriff eingeschlossen werden.

Eine prebiotische Substanz darf im Magen oder Dinndarm weder absorbiert noch
hydrolysiert werden, muss selektiv Bakterien fordern, die fur den Wirt von Nutzen
sind, muss die Mikroflora positiv verandern und wird durch die Darmbakterien
metabolisiert (Roberfroid 1998).

Vorteile bei der Anwendung von Prebiotika liegen u.a. darin, dass es sich bei diesen
nicht um lebende Organismen handelt, die unter Lagerung und Transport leiden
konnten. AulRerdem wird die Herstellung prebiotischer Produkte, die unverandert den
Gastrointestinaltrakt passieren, erleichtert. Die bei Probiotika unerlassliche tagliche
Zufuhr, um tatsachliche Wirkungen zu entfalten, ist bei Prebiotika nicht in gleichem
Male notig. Der Nachteil liegt darin, dass eine entsprechend nutzliche Flora im
Intestinum zumindest in Ansatzen bereits vorhanden sein muss.

Eine interessante Mdglichkeit besteht in der Kombination von Pro- und Prebiotikum,
man spricht von einem Symbiotikum. Ein Symbiotikum ist dem Wirt von Nutzen,
indem es das Uberleben und die Implantation lebender mikrobieller

Nahrungsbestandteile im Gastrointestinaltrakt fordert.
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3 Wirkung der Probiotika

Guillot erklarte 1990 die positiven Wirkungen der Probiotika mit einer Steigerung der
Resistenz gegen die Besiedlung des Verdauungstraktes mit pathogenen Keimen
(,Barriereeffekt’), vermindertem Eindringen der krankmachenden Keime in die
darmassoziierten Lymphknoten und damit einer Stimulation der lokalen
Darmimmunitat. Er registrierte die Verringerung des pH-Wertes im Darm, die
Eindammung der Produktion schadlicher Metaboliten, die Bildung von Enzymen,
Wasserstoffperoxyd und sogar nativen Antibiotika (Bakteriozine) als weitere positive
Effekte der Probiotika. In der Tiermedizin spielen bei der Besiedelung des Darmes
mit pathogenen Keimen besonders die Enterobacteriaceen eine grof3e Rolle. Einigen
Autoren zufolge sollen Probiotika um bakterielle Adhasionsstellen konkurrieren und
zusatzlich Toxinrezeptoren der intestinalen Mukosa zerstéren, wodurch die
schadlichen Wirkungen bakterieller Toxine reduziert werden (Conway et al. 1997,
Goldin et al. 1992). Viele Pathogene sind aulerst empfindlich gegenuber den mit
Hilfe der Probiotika gebildeten fluchtigen Fettsguren. Letztere entlasten den
Organismus, da bei einer geringeren Anzahl pathogener Keime im Darm auch
weniger schadliche Stoffwechselprodukte wie Ammoniak und biogene Amine
anfallen, die ins Blut Gbertreten und von der Leber entgiftet werden missen (Gedek
1993).

In vitro hemmen milchsaureproduzierende Bakterien viele unterschiedliche Bakterien,
darunter Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Clostridium perfringens und Clostridium difficile (Filho-Lima et al. 2000, Silva et al.
1999). Eine verkurzte Durchfalldauer unter Probiotika-Therapie wurde nicht nur bei
den oben genannten Rotavirus-Durchfallen, sondern u.a. auch bei den durch
Clostridien induzierten Durchféallen beobachtet.

Eine Wirkung auf den Gesamtorganismus wurde zuerst von Simoes-Nunes (1994),
sowie Nousiainen und Suomi (1991) postuliert. Eine Lactobacillenfutterung soll die
Immunglobulin-G-Synthese steigern und zu einer Leukozytenvermehrung fuhren.
Durch orale Verabreichung von Lactobacillen lie® sich bei durch Rotavirus
hervorgerufenem Durchfall eine Verbesserung der spezifischen und unspezifischen
Immunantwort und damit eine Verkurzung der Durchfallperiode nachweisen. Aus
diesem Grund gibt es mehrere Veroffentlichungen, die den Effekt unterschiedlicher

Probiotika (Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophilus, Peptostreptococcus,
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Bifidobacterium bifidus) auf die IgA-Synthese in Menschen und Ratten beschreiben.
Obwohl die einzelnen Resultate variieren, wurde generell eine erhohte IgA-
Produktion wahrend der Behandlung festgestellt. Beispielsweise erhdhten L. casei
und L. acidophilus dosisabhangig die Anzahl der IgA-produzierenden Plasmazellen.
In einer anderen Studie erhdhte L. casei deutlich die IgA-Antwort nach Inokulation
von Salmonella typhimurium, wobei diese erhéhte Sekretion dann ausreichte, um die
Infektion zu verhindern (Perdingon et al. 1991).

Es ist bisher nur wenig Uber den Effekt der Probiotika auf das zellulare Immunsystem
bekannt. In einer Studie wurde Mausen milchsaurebildende Bakterien und
Stimulantien fur B- und T-Zellen der Milz verabreicht. Die Proliferation der
Immunzellen der Probiotikumsgruppe war deutlich erhdht (De Simone et al. 1993).
Weitere Auswirkungen der Probiotika auf die zellulare Immunantwort wurden auch im
Zusammenhang mit Autoimmunerkrankungen beobachtet.

Die Verabreichung von Probiotika verandert bei Mensch und Tier die
Zytokinproduktion der Immunzellen (Ha et al. 1999, Miettinen et al. 1998, Nicaise et
al. 1993, Tejada-Simon et al. 1999a und 1999b). Beispielsweise wurden die Effekte
vier kommerziell erhaltlicher Stamme von Streptococcus thermophilus (im Yoghurt)
auf die Zytokinproduktion einer Makrophagenzelllinie und einer T-Helferzelllinie mit
den aktiven Stammen von L. bulgaricus, Bifidobakterium adolescentis und B. bifidum
verglichen (Marin et al. 1998). Durch die aktiven Stamme wurde die Produktion
verschiedener Interleukine und TNF-alpha induziert.

Auch die unspezifische Immunitat kann durch Probiotikagabe positiv beeinflusst
werden. Dabei spielt in erster Linie die erhohte Phagozytenaktivitat und die
verbesserte Zytokinproduktion eine Rolle. In den meisten Studien wurden daflr die
Phagozyten aus den behandelten Tieren isoliert. In einer von Neumann et al. 1998
durchgefuhrten Untersuchung wurde jedoch ein Stamm L. acidophilus aus einem
Neugeborenen gewonnen und in pathogenfreie Mause Uberfihrt, die eine Woche
spater intravenos mit E.coli infiziert wurden. Die durch die Phagozyten erreichte

E. coli-Clearence war bei den behandelten Mausen deutlich verbessert.

Im Tiermodell konnten auch antikarzinogene und antimutagene Aktivitaten
verschiedener Probiotika festgestellt werden. Insbesondere wurde bislang die
Wirkung von Probiotika in Bezug auf Colonkrebs untersucht. Es wurde ein
Hemmeffekt sowohl von Pro- als auch Prebiotika auf die Bildung von aberranten

Krypten (prakarzindsen Lasionen) und Tumoren festgestellt (Brady et al. 2000).
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Die Vorteile in der Probiotikatherapie liegen bei den geringen Kosten, den vielen
unterschiedlichen Wirkmechanismen und der Maoglichkeit, Antibiotikaresistenzen zu
verhindern.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Pro- und Prebiotika eingesetzt werden
konnen, um lokale immunologische Dysfunktionen im Darm auszugleichen, die
Barrierefunktion der Mukosa zu stabilisieren, Infektionen durch pathogene Keime zu

verhindern und den intestinalen Metabolismus positiv zu beeinflussen.

4 Einsatzgebiete der Probiotika

Probiotika werden sowohl prophylaktisch als auch therapeutisch, einzeln oder in
Kombination eingesetzt. In der Humanmedizin und im Kleintiersektor stehen
gesundheitliche Aspekte im Vordergrund, im Nutztiersektor insbesondere die

Verbesserung der Gewichtszunahmen und die Optimierung der Futterverwertung.

4.1 Einsatz in der Humanmedizin

Der Einsatz von Probiotika in der Humanmedizin erfolgt in der Regel dann, wenn
bestimmte Faktoren die normale Gastrointestinaltflora derart schadigen, dass der
Patient eine erhdhte Krankheitsanfalligkeit aufweist. Dies ist u.a. bei Antibiotikagabe,
bei verschiedenen Medikationen und chirurgischen Eingriffen der Fall. AuRerdem
stellen Probiotika eine wirkungsvolle begleitende Therapie unterschiedlicher
Durchfallerkrankungen dar, hervorgerufen z.B. durch Rotavirus, Clostridium difficile,
E. coli, Shigella, Salmonella, Vibrio cholerae oder bacterial overgrowth des
Dinndarms, HIV, sowie der Saccharose und Maltose-Intoleranz. Ziel der Therapie ist
die Erhdhung an Zahl und Aktivitat derjenigen Mikroorganismen des Darms, die
gesundheitsfordernde Eigenschaften besitzen, bis die normale Darmflora
wiederhergestellt ist. Daneben gibt es auch Krankheitskomplexe, wie z.B. die
Helicobacter pylori-Gastrits, bei denen sich die Probiotika- Therapie als wirkungsvoll
herausgestellt hat, wobei der Wirkmechanismus jedoch noch nicht vallig klar ist.

Ein relativ neues Gebiet stellt die Prophylaxe der Colon-Karzinome dar. Es zeigt sich

zunehmend, dass die intestinale Flora Enzyme bilden kann, die die Umwandlung
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eines Prakarzinogens in aktive Karzinogene bewirken. Bestimmte Mikroorganismen
konnen den Wirt vor der karzinogenen Aktivitat schitzen, wobei dabei die folgenden
Mechanismen postuliert werden. Probiotika konnten die fur die Umwandlung
verantwortlichen Bakterien oder die Tumorzellformation direkt hemmen bzw. direkt
an die Karzinogene binden und sie damit inaktivieren (Goldin et al. 1980, Goldin
1990).

Neben dem klinisch-therapeutischen Einsatz werden Probiotika jedoch in Japan und
in Europa aus prophylaktischen Grinden bereits vielen Produkten im
Nahrungsmittelbereich zugesetzt. Es handelt sich dabei hauptsachlich um

Milchprodukte und deren Derivate.

4.2 Einsatz bei landwirtschaftlichen Nutztieren

Bereits in den 60er Jahren kam es zur kommerziellen Nutzung der Pro- und
Prebiotika bei lebensmittelliefernden Tieren. 1968 erreichte King eine signifikante
Wachstumsstimulation bei Schweinen, indem er ihr Futter mit Lactobacillus
acidophilus versetzte. Spater wurde die Anwendung der Probiotika bei
landwirtschaftlichen Nutztieren haufiger empfohlen, um den Gebrauch der Antibiotika
zuruckzudrangen.

Die Hauptziele des Einsatzes der Probiotika bei landwirtschaftlichen Nutztieren sind
neben der Verbesserung der Zunahmen und der Optimierung der Futterverwertung
die Reduzierung der Jungtierverluste durch Durchfallerkrankungen und die
Verbesserung der Schlachtkdrperqualitat. Die in der Tiererndhrung eingesetzten
Probiotika miussen laut Richtlinie 70/524/EWG uUber Zusatzstoffe in der Tierernahrung
und Richtlinie 87/153/EWG zur Festlegung von Leitlinien zur Beurteilung von
Zusatzstoffen EG-einheitlich als mikrobielle Futterzusatzstoffe zugelassen sein.

Die Mehrheit der wissenschaftlichen Untersuchungen und Praxisstudien belegt den
positiven Einfluss der Probiotika. Aus der Tabelle 2 wird aber ebenfalls ersichtlich,
dass in einigen Versuchen durch die Verwendung von Probiotika keine zusatzlichen
Wirkungen erzielt wurden. Aulierdem wurden in verschiedenen Arbeiten selbst bei

Applikation des gleichen Probiotikums zum Teil gegensatzliche Effekte erzielt.
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Tabelle 2:

landwirtschaftlicher Nutztiere (abgeandert nach Busch et al. 1999)

Einfluss verschiedener Probiotika auf die Leistung einiger

Produktionszweig Tagliche Zunahme Futteraufwand

S% zur Kontrollez S% zur Kontrollez
Ferkelaufzucht +4,8 -1,5

(-8,1 bis +24,3) (+3,1 bis -9,3)
Kalberaufzucht +54 -2,5

(-5,3 bis +21,7) (+3,6 bis -7,9)
Schweinemast + 3,7 -51

(-0,3 bis +6,7) (-1,4 bis -7,1)
Rindermast + 3,4 -2,7

(- 4,3 bis + 7,2) (+ 7,6 bis-4,7)

421 Ferkel und Mastschweine

Bei den Mastschweinen und Ferkeln traten in einigen Fallen, beispielsweise bei der
Gabe von L. reuteri, sogar abtragliche Effekte wie verringerte Gewichtszunahmen
durch schlechtere Futterverwertung auf. Kluber verzeichnete auRerdem 1985 bei
Applikation des M 74 Stammes von Enterococcus faecium eine erhohte
Ferkelsterblichkeit, die mit einer Uberdosierung des Probiotikums erklart werden
kénnte, wobei schon 1957 von Gordon et al. berichtet wurde, dass eine
Uberdosierung bei Menschen laxierende Wirkung habe. Im Gegensatz zu der Kluber-
Studie gab es jedoch mindestens 6 Studien, die bei Gabe des M 74 Stammes von
Enterococcus faecium positive Wirkungen erzielten (Moen 1982). Durch Zufutterung
des Enterococcus faecium-Stammes C 68 erreichten Krarup (1987) und Maeng et al.
(1989) u.a. einen Rickgang der Krankheitshaufigkeit. Kimura et al. erzielten 1983 in
ihrer Untersuchung durch die Applikation von 1 g lebendem B. pseudolongum einen
Ruckgang der  Durchfallhaufigkeit und einen  generell  verbesserten
Gesundheitsstatus. Diese Effekte waren jedoch in den Untersuchungen von
Kornegay und Thomas 1973 nicht aufgetreten. Ebenso kontrovers verliefen die
Untersuchungen mit L. acidophilus. Mehrere Autoren berichteten von positiven
Wirkungen, Kornegay jedoch nicht.

Diese Diskrepanzen konnten auf unterschiedliche Faktoren zurlckzuflhren sein,
insbesondere Rationsgestaltung, Hygienebedingungen und Leistungsniveau, Alter

der Tiere, sowie dem Ausgangsstatus der mikrobiellen Besiedelung und Variationen
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des verwendeten Stammes. Eine genaue Vorhersage der zu erwartenden Probiotika-
Effekte ist daher nicht mdglich. Erschwerend kommt hinzu, dass nur wenige Autoren
statistische Auswertungen vorgenommen haben.

Ahnlich bei Antibiotika

Hygieneverhaltnisse und Stress den probiotischen Einfluss zu verstarken. Jgrgensen

wie der Anwendung von scheinen schlechte

fand 1988 heraus, dass E. faecium das Wachstum von Schweinen nur dann

stimulierte, wenn diese suboptimalen Umweltverhaltnissen ausgesetzt waren.

Im folgenden einige Beispiele fur Einzeluntersuchungen.

Tabelle 3:

(abgeandert nach Eidelsburger 1991)

Nutritive Effekte einiger Probiotika in der Ferkelaufzucht

Handelsname |Keimart Dosierung Wirkung Autor
L. acidophilus{je 6 x 107 |tagl. Zunahmen|Tournut (1989)
und L. faecium |KbE/Tier/d gesteigert,
keine
statistischen
Angaben
B. subtilis 70 und 140|+2bis4% FV |Pollmann et al.
ppm -8 bis -11% TZ [(1984)
B. subtilis 70 ppm +2% FV Peo (1987)
+0% TZ
Toyocerin Bacillus cereus |25, 50 und 100 (-2 bis -4% FV  |Roth und
var. toyoi ppm +3 bis 10% TZ |Kirchgessner
(1988a)
Toyocerin Bacillus cereus |50 ppm -6 bis 0% FV Eidelsburger
var. toyoi -2 bis-8% TZ [(1991)

FV: Futterverwertung
TZ: tagliche Zunahme
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Tabelle 4:

Nutritive Effekte einiger Probiotika bei Absatzferkeln
(abgeandert nach Molitor 1998)

Handelsname |Keimart Dosierun Wirkun Autor
L. acidophilus |5 x 10 positiv Risley et al.
(1991)
Microferm Enterococcus |0,5/1,0/2,0 x | positiv bei 0,5 x| Roth und
faecium 10° KbE/g | 10° Kirchgessner
(Stamm M 74) | Futter +/- bei hoéheren|(1986)
Dosierungen
Yea-sacc S. cerevisiae positiv Jost und
Lacto-saxx L. acidophilus Bracher (1992)
E. faecium
Bacillus subtilis
Toyocerin Bacillus cereus | 0,5 x 10° KbE/g | geringere Eidelsburger et
var. toyoi Futter Zunahmen, al. (1992)
geringere
Endgewichte
1) E. faecium|Je 10° | Zunahmen Nousiainen und
und KbE/Tier/Tag |tendenziell Suomi (1991)
Lactobacillus erhoht
fermentum 10® und 10°
2) Lactobacillus | KbE/Tier/Tag
acidophilus und
L. fermentum |10° und 10’
3) KbE/Tier/Tag
Lactobacillus.
acidophilus und
L. fermentum
Tabelle 5: Nutritive Effekte bei Mastschweinen
(abgeandert nach Molitor 1998)
Handelsname |Keimart Dosierung Wirkung Autor
Toyocerin Bacillus cereus|0,5 X 10” | tagliche Hartjen (1994)
var. toyoi KbE/kg Zunahmen
(Vormast); 0,2]|gesteigert, bes.
x 10° KbE|deutlich in der
(Endmast) Vormast
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4.2.2 Kalber, Kithe und Mastbullen

Uber die Anwendung milchs3urebildender Bakterien bei Rindern liegen nur relativ
wenige Studien mit zudem sehr unterschiedlichen Ergebnissen vor.

Einige Autoren berichten dabei von positiven Auswirkungen auf Milchproduktion,
Kalber- und Bullenwachstum, sowie die Futterverwertung. Slyter (1976) halt es
jedoch fur schwierig, diese Effekte bei Milchkihen zu erklaren, da Lactobacillen
Lactat bilden, welches im Pansen eine Azidose hervorrufen konnte. Dennoch
konnten auch bei Kihen abtragliche Keime durch Lactobacillen gehemmt werden.
Dagegen wurde der Einsatz von Hefen bei laktierenden Kiihen bereits 1925 erprobt.
In den 50er Jahren etablierte sich die Beigabe lebender Hefe zum Kraftfutter der
Kdhe. Grundlage hierfur waren die Studien von Renz, Beeson und Perry, die durch
den Zusatz von Hefe eine Milchproduktionssteigerung von 1,1 kg pro Tag und einen
Gewichtszuwachs der Mastbullen von 6% voraussagten (Renz 1954, Beeson und
Perry 1952). Viele Studien berichten jedoch nur Gber einen viel geringeren oder gar
keinen Zuwachs. In neuerer Zeit gab es eine Reihe von ebenfalls kontroversen
Veroffentlichungen Uber Aspergillus oryzae (Harris et al. 1983, van Horn et al. 1994,
Newbold 1990). Newbold fasste 1990 acht der Untersuchungen zusammen und
ermittelte eine im Durchschnitt um 4,3% hoéhere Milchproduktion, die sich in erster
Linie in der fruhen Laktation bemerkbar macht. Im Gegensatz dazu wurden von
Wallace und Newbold 1993 18 Laktationsstudien Uberarbeitet, die eine
Milchmengensteigerung zwischen 6,8 und 17,4% verzeichnen.

In Hinblick auf Mastbullen erzielten die Studien sehr kontroverse Ergebnisse, die sich
als stark abhangig von der verwendeten Hefe, dem Futter und den
Lebensumstanden der Tiere erwiesen.

Bei Kalbern wurde die reine Gabe von Bacillus subtilis mit einem
Kombinationspraparat aus Bacillus subtilis und Lactobacillen (lactis und acidophilus)
verglichen. Das Kombinationspraparat wies keine Vorteile auf, jedoch flhrte das
reine Bacillus subtilis-Praparat zu einer erhdhten Wachstumsrate (Jennie et al.
1991). Die statistischen Auswertungen von Roth und Kirchgessner ermdglichten es
1988 fiir Bacillus cereus eine notwendige Menge von 10® KbE/g Futter fiir optimale
Zunahmen der Kalber festzulegen. Auch bei Kalbern sind die Umweltbedingungen
von grof3er Wichtigkeit. Unten sind tabellarisch weitere Effekte bei Kalbern und

Mastbullen zusammengefasst.
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Tabelle 6: Weitere Beispiele der Effekte bei Kalbern
Handelsname |Keimart Dosierun Wirkun Autor
L. acidophilus keine Wirkung | Morrill (1977)
und L. lactis
L. acidophilus  |5,5 x 10° KbE/g|schnellere Morrill (1977)
x 2,2 g/kg|Gewichtszu-
Futter nahmen
Toyocerin Bacillus cereus |1,0 x 10° KbE/g | gesteigerte Hartjen (1994)
var. toyoi Futter tagl. Zunahmen
Tabelle 7: Beispiele der Effekte bei Mastbullen

Keimart Dosierun Wirkun Autor

Handelsname

Toxocerin Bacillus cereus|1,2 X 10 |erhdhte  tagl. | Daenicke und
var. toyoi KbE/Tier/Tag |Zunahmen Lebzien (1994)
4.3 Einsatz bei Hund und Katze

In der Kleintierpraxis stehen — wie bereits erwahnt - die gesundheitlichen Aspekte der
Probiotika im Vordergrund.

Ein beschleunigtes Wachstum ist bei Kleintieren absolut unerwlnscht, es birgt die
Gefahr einer Beeintrachtigung der Skelettgesundheit. Das Knochenwachstum kann
mit der Kérpermasseentwicklung nicht schritthalten, Knochen und Gelenke werden
Uberbelastet und geschadigt. AuRerdem beinhalten erhdhte Gewichtszunahmen in
jedem Fall die Gefahr der Adipositas. Aus den oben genannten Griinden kann auch
eine verbesserte Futterverwertung beim Kleintier nicht als winschenswert erachtet
werden. Analog zur Humanmedizin bzw. Humanernahrung stehen bei Hund und
Katze mogliche Wirkungen auf die Darmflora im Sinne einer Stabilisierung im
Vordergrund, mit dem Ziel die Eubiosis entweder wiederherzustellen oder zu
erhalten. Aus diesem Grund liegt hier der Hauptakzent auf dem prophylaktischen
und/oder therapeutischen Einsatz v.a. begleitend zur Antibiotikatherapie und bei
Durchfallerkrankungen. In letzter Zeit erfolgt die Gabe auch haufiger aufgrund
erhoffter systemischer gesundheitlicher Wirkungen, insbesondere der Verbesserung

des Immunsystems und damit der Reduzierung der Krankheitshaufigkeit.
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Ziel der Verabreichung der meisten Pro- sowie Prebiotika liegt in der Férderung einer
entsprechenden Lactoflora, allerdings steht bei carnivoren Spezies im adulten
Organismus im Gegensatz zu den oben angesprochenen Nutztieren nur wenig
Substrat fur eine Lactoflora zur Verfugung. Bei Saugwelpen ist jedoch eine Lactoflora
anzutreffen, da die Muttermilch Lactose als Substrat fur diese Flora enthalt.

Daher kénnen mogliche positive Effekte entsprechender Pro- und Prebiotika am

besten in dieser Altersgruppe erreicht werden.

5 Lactoferrin als prebiotische Substanz

5.1 Vorkommen

Entdeckt wurde Lactoferrin 1939 von Sorensen und Sorensen, 1960 wurde es von
Groves und Johansson als wichtiger Bestandteil boviner und humaner Milch isoliert.
Lactoferrin ist ein eisenbindendes, aus 692 Aminosauren bestehendes Glycoprotein
der Transferrinfamilie, das von Epithelien und im Blut von neutrophilen Granulozyten
gebildet wird. Es befindet sich in unterschiedlichen Konzentrationen in fast allen
Korpersekreten und auf Schleimhauten (Speichel, Tranenflissigkeit, Galle,
Samenflussigkeit, Schleimhautexkreten, Bronchialdrusen, Pulmonalsekret (0,5 mg/ml)
Endometrialdrusen, Magen-Darmdrusen, Parotisflussigkeit (14 mg/ml)), hauptsachlich
jedoch in der Milch, in der es, insbesondere im Kolostrum, Konzentrationen bis

7 mg/ml (human) aufweist. Kuirzlich wurde eine Lactoferrinsynthese auch in
menschlichem Nierengewebe nachgewiesen (Abrink et al. 2000). In erster Linie dient
Lactoferrin der allgemeinen Immunabwehr. Bei bakteriellen Infektionen wird
Lactoferrin durch Zytokinstimulation freigesetzt. Dabei wird nicht die Biosynthese von
Lactoferrin stimuliert, sondern die Degranulation der neutrophilen Granulozyten (Rado
et al. 1987). So kann wahrend einer akuten Sepsis die Plasmakonzentration auf

0,2 mg/ml steigen, in gesunden Lebewesen liegt sie jedoch meist unter 1 ug/ml
(Birgens 1985).

Demnach gibt es flr Lactoferrin das stationare Depot an der Schleimhautoberflache,
und das zirkulare in den neutrophilen Granulozyten (Baggiolini et al. 1970, Bennett
und Kokocinski 1978). Die Metabolisierung erfolgt in Leber und Milz.
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5.2 Struktur des Lactoferrins

Alle Transferrine weisen eine ahnliche Struktur auf, die 1987 und 1989 erstmalig von
Anderson et al. beschrieben wurde und, wie die Abbildung zeigt, mittels

radiologischer Krystallographie dreidimensional dargestellt werden kann.

Abbildung 1: Lactoferrin, dreidimensional dargestellt
(aus Baker et al. 2002)

Es handelt sich um ein Glycoprotein mit 2, durch N-glycosidische Bindungen mit
diesem verbundene Glycane, welches eine symmetrische Struktur mit 2 Lappen
besitzt (Spik et al. 1982). Jeder der Lappen, die durch eine alpha-Helix miteinander
verbunden sind, hat die Fahigkeit, mit Hilfe von einem Aspartat-, einem Histidin- und
zwei Tyrosinresten ein 3-wertiges Eisenion zu binden. Demnach existieren eine
eisenfreie apo-Form, eine monoferrische und die holo- oder diferrische Form. Die
Bindungsstelle befindet sich in der Spalte zwischen 2 Domanen, aus denen jeder
Lappen aufgebaut ist (Anderson et al. 1987). Naturlicherweise ist Lactoferrin zu 15

bis 20% mit Eisen gesattigt. Die Lappen besitzen untereinander eine
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Sequenzhomologie von 40%. Zur Bindung ist jeweils ein Bicarbonat- oder
Carbonation nétig (Harris 1986). Tragt Lactoferrin Eisenionen, so weist es eine
geschlossene Form auf, im apo-Zustand jedoch meist eine offene. Bei dieser
Konformationsanderung rotiert eine Domane des N-Lappen um 54°. Eine
Freisetzung des gebundenen Eisens findet bei einem ausreichend starken pH-Abfall,
oder bei Reduktion des 3-wertigen zum 2-wertigen Eisenion statt.

Lactoferrin ahnelt strukturell dem Transferrin (Ainscough et al. 1980), die
Sequenzhomologie betragt ca. 60% (Baker 1994). Im Unterschied zum Transferrin
besitzt es jedoch eine hdhere Eisenaffinitat, so dass eine Eisenbindung auch bei
niedrigen pH-Werten mdglich ist. Transferrin verliert sein gebundenes Eisen bereits
bei einem pH von 6, Lactoferrin erst ab pH 3,5 (Peterson et al. 2000). Der Grund
hierfur liegt in der Interaktion des N- mit dem C-Lappen, wodurch eine erhohte
Stabilitat des N-Lappen erreicht wird. Das Molekulargewicht betragt ca. 80 kDA.

Der pl liegt aufgrund einer basischen Region (positiv geladen) am N-terminalen Ende
des Molekils (Sequenz GRRRRS in humanem Lactoferrin) und der stark basischen
interlobaren Helix bei 8-9. Aus diesem Grund hat Lactoferrin die Fahigkeit, sich auf
.pseudospezifische" Art und Weise an viele saure (negativ geladene) Molekdle,
darunter Heparin (Van Berkel et al. 1997) und Glucosaminoglycane (Mann et al.
1994) zu binden. Lactoferrine unterschiedlicher Spezies unterscheiden sich zu etwa
30 % in ihrer Aminosaurensequenz (Baker 1994), das bovine Lactoferrin ist dem
humanen jedoch sehr ahnlich (Norris et al. 1986). Lactoferrin der unterschiedlichen

menschlichen Organe ist antigenetisch gleich (Spik et al. 1982).

5.3 Lactoferrin-Rezeptorverteilung

Lactoferrinrezeptoren wurden bisher auf den unten aufgefiihrten Zellen und Gewebe

nachgewiesen. Die Annahme, dass Lactoferrin Uber die Rezeptoren auch auf

immunologische Faktoren Einfluss nimmt, erscheint berechtigt, wenn auch die

genauen Mechanismen und Aufgaben der Rezeptoren noch ungeklart sind.
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Tabelle 8: Zellen und Gewebe, auf denen Lactoferrinrezeptoren nachgewiesen
wurden

LF-Rezeptoren auf Literatur

Bakterien Bennett und Davis 1981

Intestinalem Gewebe lyer und Lonnerdal 1993

Monozyten/Makrophagen-System Birgens et al. 1983 und 1984

Neutrophilen Granulozyten Eda et al.1997

Lymphozyten Birgens et al. 1984

Thrombozyten

Das in der Milch enthaltene Lactoferrin wird im Verdauungstrakt des Neugeborenen
in bisher unbekanntem Ausmal} katabolisiert, wobei biologisch aktive Peptide
(Lactoferricine) entstehen. Wahrscheinlich variiert der Umfang des Abbaus mit

Spezies und Alter.

54 Lactoferricin

Lactoferrin besitzt an seinem N-Terminus eine antimikrobielle Sequenz, das
Lactoferricin. Je nach Spezies enthalt diese sehr basische Sequenz (viele
Argininreste) zwischen 25 (bovin) und 47 (human) Aminosauren (Tomita et al. 1998),
die sich durch eine Disulfidbrickenbindung zwischen zwei Cystinresten zu einer
Schleife formen (Bellamy et al. 1992). Im humanen Lactoferricin existieren zwei sehr
stark basische Anteile, zum einen eine Folge von 4 Argininresten ganz am Anfang
des Polypepids (Aminosaure 1-5) (Nibbering et al. 2001), zum anderen einen zur
Schleife gehorigen Bereich (Vorland et al. 1998). Nach Untersuchungen von Naidu
und Arnold 1994 scheint diese Sequenz eine 8mal starkere antimikrobielle Aktivitat
als Lactoferrin zu besitzen und ist, im Gegensatz zu Lactoferrin, dessen
antimikrobielle Aktivitat durch Eisenzugabe getribt wird, auch nach Eisenzugabe
noch aktiv. Durch Zugabe von Pepsin oder sauren Proteasen wird Lactoferrin
hydrolysiert und Lactoferricin frei. Bei oraler Applikation von Lactoferrin erreicht nur
ein Teil des Lactoferrins unversehrt den Darm, wahrend der andere durch Enzyme zu

der Aminosaurensequenz Lactoferricin hydrolysiert wird.
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Die antimikrobielle Wirkung des Lactoferricin liegt in erster Linie in seiner
Bakteriziditat begrundet. In analoger Weise ist auch die bakterizide Wirkung von
Lactoferrin auf die Aktivitat dieser Sequenz zurtckzufuhren (s.u.). Bei in vitro-
Untersuchungen konnte die Sequenz alle Testbakterien, sowohl grampositive, als
auch gramnegative hemmen. In erster Linie wurden E. coli, St. aureus, Klebsiella
pneumoniae und Proteus spp. geschadigt (Bullen 1981). Zusammen mit Antibiotika,
v.a. Rifampicin, Cefodoxime (Chimura et al. 1993), Erythromycin, Ampicillin und
Chloramphenicol entwickelt Lactoferricin synergistische Effekte (Naidu und Arnold
1994). Daruber hinaus besitzt Lactoferricin auch Wirkungen gegenuber Pilzen und

Protozoen.

5.5 Wirkungen von Lactoferrin

5.5.1 Beeinflussung des Eisenhaushalts

Die strukturelle wie auch biochemische Ahnlichkeit zu Transferrin erlaubt die
Folgerung, dass Lactoferrin eine fundamentale Rolle als Eisencarrier im
Eisenmetabolismus spielt. Bisher konnte hierfir jedoch kein Beweis gefunden
werden, da Lactoferrin knockout-Mause normale Eisenparameter aufweisen (Ward et
al. 2003) und ein Effekt bovinen Lactoferrins auf die Eisenabsorption in Ratten nicht
nicht nachvollzogen werden konnte (Fairweather-Tait et al. 1987). Betrachtet man die
geringen Lactoferrinkonzentrationen im Blut der Saugetiere, erscheint dies nicht
verwunderlich. Dennoch halten manche Studien Lactoferrin fur die Eisenabsorption
im Darm von Bedeutung. Sauglinge, die Muttermilch ohne Lactoferrin erhalten
hatten, nahmen wesentlich weniger Eisen auf, als Sauglinge mit normaler, Lactoferrin
enthaltender, Muttermilch (Kawakami et al. 1991). Babynahrung, die mit Lactoferrin
versetzt worden war, fuhrte zu deutlich hoheren Ferritin-Mengen im Serum als
Babynahrung ohne Lactoferrin, ein Einfluss auf das rote Blutbild wurde jedoch nicht
gesehen (Chierici et al. 1992). Laut Cox et al. (1979) besitzt der Burstensaum

Lactoferrin-Rezeptoren, durch die die Eisenaufnahme reguliert wird.
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5.5.2 Antibakterielle Eigenschaften

Lactoferrin besitzt bakteristatische und insbesondere gegenuber gram-negativen
Bakterien auch bakterizide Wirkungen. Der Grund hierfur liegt in den biochemischen
Eigenschaften der Substanz, freies Eisen zu binden und die Bakterien durch
Interaktion mit deren aufleren Phospholipidmembran zu destabilisieren (Kishore et al.
1991, Tigyi et al. 1992, Erdei et al. 1994, Naidu und Arnold 1994).

Bakterien bendtigen Eisen als essentiellen Wachstumsfaktor. Wird dieser durch
Lactoferrin bei einer Infektion entzogen, ist die Vermehrung der Erreger unmdglich -
es entsteht ein ,stasis effect”. Bei Zugabe von Eisen wird der Effekt aufgehoben
(Masson et al. 1966/1968). Manche, v.a. gram-negative Bakterien konnen diesen
Abwehrmechanismus verhindern, indem sie niedrig molekulare hoch affine
Eisenchelatoren (Siderophoren) bilden, die das gebundene Eisen zum Bakterium
zuruckfihren (Gray-Owen und Schryvers 1996, Yu und Schryvers 2002). Neisserien
exprimieren sogar an ihrer Oberflache Lactoferrin-spezifische Rezeptoren, die dem
Lactoferrin das Eisen entziehen (Lewis et al. 1998, Schryvers und Morris 1988,
Schryvers et Morris 1989).

In der Literatur wird noch ein weiterer antibakterieller Mechanismus beschrieben, der
durch die basische N-terminale Region des Lactoferrins ermoglicht wird. Die Arbeiten
von Arnold et al. (1977) und Yamauchi et al. (1993) zeigten, dass apo-Lactoferrin
insbesondere die gram-negative bakterielle Zellmembran angreifen und penetrieren
kann, wodurch ein grosser Teil Lipopolysccaride frei wird. Diese LPS-Molekile
werden wiederum durch Lactoferrin gebunden, was  zu weiteren
immunmodulatorischen Wirkungen (s.u.) fuhrt. Im Experiment erwiesen sich dabei
die isolierten N-terminalen basischen Peptide (Lactoferricine s.o0.) potenter als das
intakte Protein (Bellamy et al. 1992); bovines Lactoferrin hatte eine hdhere
bakterizide Aktivitat als humanes Lactoferrin (Strgm et al. 2000).

Lactoferrin hemmt zudem in vitro die Expression bestimmter E. coli-Fimbrien, sowie
die Interaktion von coliformen Bakterien mit subepithelialen Matrixproteinen wie
Fibronektin, Fibrinogen, Collagen I, IV, und Laminin (Ward et al. 2002), wodurch eine
Infektion mit E. colis verhindert werden kann. Erst vor kurzem erkannte man, dass
Lactoferrin auch eine Serinproteaseaktivitat besitzt. Sitz dieser Fahigkeit ist der N-

terminalen Bereich. Eine Kolonisation von Haemophilus influenzae wird durch die,
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mit Hilfe dieser Protease moglichen Inaktivierung der auleren Membranproteine, die
zum Andocken an die Wirtszelle gebraucht werden, gehemmt (Qiu et al. 1998).

Die Liste derjenigen Bakterien, an denen die bereits besprochenen bakteriziden und
bakteristatischen Wirkungen des Lactoferrins untersucht wurden, ist lang. Bishop et
al. ermittelte (1976) die Wirkung gegenuber Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae
und Aerobacter aerogenes, Dial et al. (1998) gegenulber Helicobacter pylori und
Salamah et al-Obaidi (1995) gegenuber Yersinia pseudotuberculosis. In allen Fallen
war die antibakterielle Aktivitat zeit- und konzentrationsabhangig, hoher bei saurem
pH und besonders effizient bei Temperaturen zwischen 37 und 42°C. Als Lactoferrin-
Andockstelle der Enterobacteriaceae dienen Porine, hitzemodifizierbare Proteine der
aulleren Membran, die als Trimere von Lipopolysacchariden umgeben sind. Sie
dienen dem Transport von geldsten Substanzen und sind gleichzeitig Rezeptoren fur
Bakteriophagen (Kishore et al 1991, Tigyi et al. 1992, Erdei et al 1994, Naidu und
Arnold 1994).

Ahnlich wie Lactoferricin unterstitzt auch Lactoferrin den Effekt mehrerer Antibiotika.
Dieses Phanomen wurde insbesondere von Ellison et al.1998 anhand Rifampicin
untersucht. Die Tatsache, dass sowohl Lactoferrin als auch Lactoferricin zu einer
Potenzierung der Lysozym-Wirkung fuhren, wurde 1991 entdeckt (Ellison und Giehl,
1991).

Beispiele flur in vivo-Wirkungen

Eine grolie Anzahl wissenschaftlicher Untersuchungen belegen die bakteriziden und
bakteristatischen Eigenschaften des Lactoferrins in vitro. Bislang wurden jedoch nur
wenige in vivo-Studien durchgefuhrt. Diese zeigen positive Resultate durch die Gabe
von Lactoferrin, wobei dies wahrscheinlich nicht bzw. nicht ausschliel3lich auf die
Eisensequestration  zurickzufihren ist. In vitro-Experimente, welche die
Wachstumshemmung der Bakterien durch Eisensequestration zeigen, kdnnen die
komplexen Interaktionen einer in vivo-Infektion nicht darstellen. Eisen wird in vivo von
einer viel grofleren Anzahl Quellen bereitgestellt, z.B. von Hamoglobin, an das
Lactoferrin nicht binden kann.

Eine kurzlich durchgeflhrte in vivo-Studie an Mausen zeigt den protektiven Effekt der

Substanz in Bezug auf Helicobacterinfektionen, die bei der Genese von
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Magenkarzinomen eine Rolle spielen (Wang et al. 2001, Dial und Lichtenberger
2002). Zagulski et al. unternahmen 1989 einen Versuch, bei dem Mause i.v. mit

E. coli infiziert wurden. Eine Gruppe hatte 24 Stunden vorher oral hoch dosiert
Lactoferrin erhalten. Die Mause der Lactoferrin-Gruppe Uberlebten zu 70%, die
Kontrollgruppe nur zu 6%. 1995 wurden Clostridienspezies (ramosum, paraputrificus
und perfringens) in Mause injiziert. Auch in diesem Fall zeigte Lactoferrin potente
Wirkungen, jedoch nur, wenn es mindestens 1 Tag vor Injektion oral verabreicht
worden war (Teraguchi et al. 1995).

Bei SPF- Ferkeln verhinderte Lactoferrin in einer Konzentration von 2% den Tod
durch induzierten Coli-LPS-Schock. Statt 74% in der Kontrollgruppe, starben in der
Lactoferrin-Gruppe nur 17% (Lee et al. 1998). Der Grund hierfur wird in der durch
Lactoferrin hervorgerufenen Hemmung der Bindung der aus den E. colis
freigesetzten LPS an die Monozyten gesehen. Dadurch wird die Bildung entzindlich-
toxischer Zytokine (TNF-alpha, II-1 und 1I-6) gehemmt und die daraus resutierende
Hypothermie und Schocksymtomatik verhindert. Lactoferrin fordert zudem die
Inaktivierung der LPS durch neutrophile Granulozyten und verhindert damit, dass
LPS andere neutrophile Granulozyten zur Generierung von Superoxid anregen
(Wang et al. 1995). Im Falle einer Infektion insbesondere mit gram-negativen
Bakterien steigt die Lactoferrin-Konzentration lokal signifikant an. Dies verdeutlichte
ein Versuch von LaForce, der post infectionem mit E. coli die Lactoferrin-

Konzentration in der Lunge untersuchte (LaForce 1986).

5.5.3 Modulation des Entziindungsprozesses

Wenn Erreger ins Gewebe eindringen, kommt es sofort zu vaskularen
Reparationsmechanismen. Durch die Inflammation werden Gewebsrdaume und die
Lymphgefalle durch Fibrin Dblockiert. Diese Verminderung des Blut- und
Lymphflusses verhindert die Ausbreitung der Krankheitserreger und ihrer toxischen
Produkte. Wie in der Abbildung verdeutlicht, kommt es zur Aktivierung des
Monozyten-/Makrophagensystem, welches Zytokine wie IL-1-beta, TNF-alpha und
GM-CSF freisetzt. Im Anschluss steigt die polymorphonukleare Neutrophilenzahl im
Blut, die innerhalb einer Stunde nach Entzindungsbeginn bis zur 5-fachen Menge im

Knochenmark anwachst. Eine grofe Anzahl an Neutrophilen dringt in das
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geschadigte Gewebe ein, degranuliert und gibt dabei Lactoferrin in Konzentrationen
bis 20 mg/l frei. Dieses hemmt die Produktion und Freisetzung von IL-1-beta, TNF-
alpha und GM-CSF (Machnicki et al. 1993, Slater und Flechter 1987). AulRerdem wird
durch Lactoferrin auch Eisen gefangen und LPS gebunden (Miyazawa et al. 1991),
wodurch keine neuen neutrophilen Granulozyten produziert werden, da die
Produktion weiterer proinflammatorischer Zytokine durch die Makrophagen reduziert
wird. Durch die Bindung des freien Eisens wird die Bildung freier, zerstorerischer
Radikale (Hydroxylradikale und Superoxid) in den Phagozyten verhindert (Trif et al.
2001; Guillén et al. 2000).

Die Wirkung des Lactoferrins im Darm scheint demnach auf miteinander
kombinierten Effekten zu basieren: Bindung von Eisen und Endotoxinen (LPS),
verminderte Freisetzung von Zytokinen und Reduktion der Produktion freier
(Hydroxy-)Radikale.

Infektion/Trauma/ —» | Akute —» | Ausheilung
Toxische Mediatoren Entziindung
Lactoferrin
1
‘, |
o 2 IL-1R 3 o
Aktivierte - > TNFa > Aktivierte
Makroph N hil
akrophagen GM-CSF eutrophile
4
v
Knochenmark

Abbildung 2: Modulation des Entziindungsprozesses durch Lactoferrin
(abgeandert nach Kruzel 2000)
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(1) Eine Infektion, ein Trauma oder toxische Mediatoren (Lipopolysaccharide, LPS) fihren zu einer
Aktivierung des Monozyten-/Makrophagensystems und stimulieren die (2) Produktion von IL-1-beta,
TNF-alpha und GM-CSF. Diese wiederum aktivieren (3) zirkulierende Neutrophile und die (4)
Produktion frischer Neutrophiler im Knochenmark.

Aktivierte Neutrophile degranulieren am Ort der Verletzung und setzen dabei (5) Lactoferrin frei.

(6) Durch die darauffolgende Bindung von Lactoferrin an spezifische Rezeptoren des Monozyten-
/Makrophagensystems wird durch die dadurch verursachte Produktionsverminderung von IL-1beta,
TNF-alpha und GM-CSF auch die Anzahl der neugebildeten Monozyten, Makrophagen und
Neutrophilen reduziert. Desweiteren wird durch LF auch LPS gebunden, die damit die Makrophagen

nicht mehr aktivieren konnen.

5.5.4 Antivirale Effekte

Lactoferrin ist ein auch potenter Hemmer verschiedener umhdillter Virusarten, des
Zytomegalovirus (Betaherpesvirinae) (Hasegawa et al. 1994), HI-Virus (Harmsen et
al. 1995), Herpes simplex Virus 1 (labialis) und 2 (genitalis) (Hasegawa et al. 1994,
Harmsen et al. 1995), respiratory synsycial virus (Grover et al. 1997, Portelli et al.
1998), Hepatitis C Virus (Leberentzindung, -zirrhose und -krebs) (lkeda et al. 2000)
sowie des Hantavirus (Murphy et al. 2000). Auch zwei unbehdllte Virusarten werden
gehemmt, das simian SA-11 Rotavirus und Poliovirus Typ 1 (Superti et al. 1997,
Marchetti et al. 19960).

Diese antivirale Aktivitat ist dosisabhangig, wobei die besten Ergebnisse im
Konzentrationsbereich von 0,1 bis 2 mg/ml erreicht werden.

Die genauen Wirkungsmechanismen sind noch unklar, werden jedoch durch
Interaktion des Lactoferrins mit Zelloberflachenglycosaminoglycanen und Low-
Density-Lipoproteinrezeptoren, die als Bindungsplatze fur umhullte Viren fungieren,
erklart. Sowohl Lactoferrin als auch Lactoferricin hemmen beispielsweise den Eintritt
des Zytomegalovirus in die Fibroblasten (Andersen et al. 2001). In manchen Fallen
kommt es wohl auch zu einer direkten Bindung des Lactoferrins an das jeweilige
Virus, wodurch Lactoferrin die virale Adhasion, Absorption und Penetration des Virus
in die Zelle verhindert. Der Eingriff in das Geschehen erfolgt demnach in der frihen
Phase der Infektion (Zimecki 1991, Mattsby-Baltzer 1996, Shimizu 1996). Die Anti-
Herpesvirusaktivitat wird hauptsachlich durch den N-Lappen, jedoch in geringerem
Malde auch durch den C-Lappen hervorgerufen. In vivo-Experimente zeigten, dass in

Folge einer Lactoferrintherapie haufig auch die Zahl der naturlichen Killerzellen stark
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ansteigt. Dies legt die Vermutung nahe, dass die antivirale Wirkung des Lactoferrins
auch durch den Anstieg dieser Immunzellen mitverursacht wird.

An Mausen wurde untersucht, zu welchem Zeitpunkt Lactoferrin verabreicht werden
muss, um protektive Wirkungen zu entfalten. Zu diesem Zweck wurden die Mause
mit dem Polyzytamie hervorrufenden Friend Virus Complex (FVC-P) infiziert.
Lactoferrin erhdhte die Uberlebensrate und reduzierte die Antikdrperproduktion der
Mause. Je frUher es ante infectionem verabreicht wurde, desto besser. Um eine
Wirkung zu entfalten, war ein Minimum von 3 Tagen vor der Infektion nétig (Siciliano
et al 1990, Giansanti et al. 2002).

5.5.5 Antimykotische Wirkungen

Sowohl Lactoferrin als auch Lactoferricin hemmen das Pilzwachstum. Die aktive
Komponente des Lactoferrin scheint das Lactoferricin zu sein. Die Aktivitaten wurden
jedoch bisher nur vereinzelt und an wenigen Pilz- bzw. Hefespezies untersucht.
Eindeutige Beobachtungen wurden in vitro an Candida albicans gemacht. Wird
Lactoferricin mit dieser Hefe zusammengebracht, kommt es zu einer Zerstorung ihrer
Zellmembran. Bei in vivo-Untersuchungen an Meerschweinchen konnte durch die
Applikation von Lactoferrin eine deutliche Verbesserung einer Trichophyton
mentagrophytes-Dermatose erreicht werden.

Weiterhin wurde der Einsatz dieser prebiotischen Substanz in Kombination mit
antifungalen Wirkstoffen am Beispiel von Clotrimazol geprift. Bei diesem handelt es
sich um ein Azol-Derivat, welches durch Einlagerung und daraus folgenden
Strukturveranderungen der Pilz-Zellmembran flr den Austritt von Zellbestandteilen
sorgt. Lactoferrin bewies bei dieser Kombination synergistische Wirkungen
(Yamauchi et al. 2000).

5.5.6 Antiprotozoische Wirkung

Die antiprotozoische Wirkung von Lactoferrin wurde erstmals 1998 von Isamida et al.
getestet. Mit Lactoferrin vorbehandelte und unbehandelte Mause wurden mit

Toxoplasma gondii infiziert. Wahrend nur 10% der behandelten Tiere an
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Toxoplasmose verendeten, starben in der Kontrollgruppe 80%. Spater wurde ein
ahnliches Experiment durchgefliihrt, in dem Toxoplasma gondii- und Eimeria stiedai-
Sporzoiten jedoch mit Lactoferrin vorinkubiert wurden, wodurch eine Reduktion ihrer
Infektivitat hervorgerufen werden konnte (Omata et al. 2001).

Die Mechanismen dieser antiprotozoischen Wirkungen sind jedoch noch ungeklart.
Moglich ware ein Effekt basischer Peptide auf die Integritat der Parasitenmembran
und/oder eine Interaktion mit Wirtsgewebe. Weitere antiparasitische Aktivitaten
scheinen mit den eisenchelatierenden Eigenschaften des Lactoferrins
zusammenzuhangen, wie z.B. im Fall von Pneumocystis carinii (Cirioni et al. 2000).
Studien an menschlichen Monozyten flhrten auRerdem zu der Erkenntnis, dass
Lactoferrin sowohl die Aufnahme, als auch die intrazellulare Vernichtung von
Trypanosoma cruzi fordert, wobei eine Beeinflussung der Radikalbildung durch die

Substanz anzunehmen ist.

5.5.7 Immunmodulatorische Eigenschaften

Lactoferrin kann sowohl die Proliferation und Differenzierung der Immunzellen, als
auch die Synthese der Interleukine und Immunglobuline beeinflussen.

Die Produktion der Immunzellen (B- und T-Lymphozyten) wurde durch die
Applikation der prebiotischen Substanz angeregt, so dass die Zahl dieser
Abwehrzellen im Blut und Darm betrachtlich anstieg (Zimecki et al. 1995). Im
Experiment kam es im Intestinum sowohl gesunder als auch krebskranke Mause zu
einer erhohten Zellproduktion der naturlichen Killerzellen, der CD4- und CD8-Zellen
(ligo et al. 1999, Wang et al. 2000, Kuhara et al. 2001). Das lokale Immunsystem des
Darmes reagiert auf vielfaltige Weise auf die orale Beifutterung von Lactoferrin. In
einer Untersuchung an Mausen kam es zudem zur Erhéhung der Immunglobuline A
und G in der Intestinalflussigkeit und den Immunzellen der Milz. Die Splenozyten und
Peyerschen Platten proliferierten (Debbabi et al. 1998). Auch die Interleukinsekretion
wird durch Lactoferrin angeregt. Untersucht wurde dieser Effekt anhand des, zu einer
verstarkten Aktivitdt der NK- und Th1-Zellen fihrenden IL-18 im Mausedinndarm
durch Wang und Kuhara (2000, 2001). Nakajiama et al. beobachtete in seiner Studie
1999 jedoch nicht nur die Interleukin- sondern auch Interferon-gamma-Produktion,

die ebenfalls erhoht war.
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Diese Untersuchungen lassen den Schluss zu, dass durch die orale Applikation von
Lactoferrin die intestinale Immunitat beeinflussbar und eine erhdhte Zytotoxizitat
sowie eine verbesserte lokale Infektionsimmunitat moglich ist.

Einige Autoren berichten auch Uber einen Anstieg der systemischen
Immunglobulinproduktion nach oraler Lactoferrinapplikation in Mauseexperimenten,
jedoch kommt es nach systemischer Lactoferringabe lediglich zu einem Anstieg der
Immunantwort im Serum. Intestinale Zellen besitzen Rezeptoren fur Lactoferrin. Da
im adulten Organismus wahrscheinlich nur eine geringe Menge des oral
aufgenommenden Lactoferrin im Darmtrakt resorbiert wird, nimmt man an, dass
Lactoferrin seine Wirkung Uber diese Rezeptoren der intestinalen Epithelzellen und
das GALT-Gewebe entfaltet. Die durch Lactoferrin aktivierten Darmzellen konnten
mittels der Produktion von Zytokinen zirkulierende Leukozyten beeinflussen. Auch
scheint eine direkte Stimulation der Leukozyten des GALT fur moglich (Tomita et al.
2002). Diese aktivierten Leukozyten konnten wandern und systemische Antikorper
produzieren.

In Untersuchungen der Lactoferrin-Effekte auf das menschliche Immunsystem
beeinflusste die Substanz die phagozytische Aktivitat, sowie die Superoxidproduktion
der PMN. Beides stieg in einigen Probanden an. Es konnte zudem eine
anteilsmafige Verschiebung der Lymphozytenarten beobachtet werden (Yamauchi et
al. 1998).

5.5.8 Auswirkungen auf das Blutbild

Im Rahmen eines klinischen Experimentes am Menschen wurden 1998 von Zimecki
et al. verschiedene Blut- und Immunparameter untersucht. Den gesunden Probanden
wurde 10 Tage lang taglich 40 mg Lactoferrin oral verabreicht. Wahrend der
Untersuchungsperiode war ein leichter Abfall der Neutrophilenzahlen im Blut der

Personen zu verzeichnen, die Lymphozyten stiegen dagegen an.
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5.5.9 Lactoferrin und Tumorgenese

Mehrere Milchproteine erwiesen sich als Karzinogenese-protektiv, insbesondere in
Hinblick auf Colon- und Mammatumoren (Mcintosh 1993).

Chemisch induzierte Karzinogenese durchlauft die Stadien der Initiation und der
Promotion. Bei der Initiation werden Karzinogene durch Leberenzyme in ihre aktive
Form Uberfuhrt, die dann zu DNA-Schaden in den Zielzellen fuhren. Die pramalignen
Zellen proliferieren und werden durch weitere Promotionsfaktoren maligne. Die
Metastasenbildung bestimmter Tumorzellen wurde in vitro, und - erst kurzlich
entdeckt - auch das Wachstum experimentell induzierter Tumore in vivo durch
Lactoferrin sowie durch Lactoferricin gehemmt (Ushida et al. 1998, Tsuda et al.
2002).

Tsuda et al. untersuchte den Einfluss des Lactoferrins auf Initiation und Promotion. In
einer Rattenstudie sank die durch Applikation von Azoxymethan hervorgerufene
Adenokarzinomrate des Colons durch den Einfluss von bovinem Lactoferrin von 44%
auf 26%. Ahnliche Effekte traten auch bei Untersuchungen zum Einfluss von
bovinem Lactoferrin auf die Karzinogenese im Oesophagus, Lunge und Blase auf
(Tsuda et al. 1999). Die Einflussnahme auf die Metastasierung von
Lungenkarzinomen wurde an Mausen untersucht. Obwohl das Wachstum des
Tumors durch Lactoferrin nicht beeintrachtigt wurde, kam es in der behandelten
Gruppe dosisabhangig zu einer Reduktion auf 43% der Metastasenrate der
Kontrollgruppe (ligo et al. 1999). In einer Pilotstudie mit an chronisch aktiver Hepatitis
erkrankten Patienten, zeigte sich dosisabhangig auch ein protektiver Effekt in
Hinblick auf die Entwicklung hepatozellularer Karzinome (Tsuda et al. 2002).
Mogliche antikarzinogene Wirkmechanismen sind die Regulation der Aktivitat der
naturlichen Killerzellen (Damiens et al. 1998), die Hemmung der VEGF(165)-
mediierten Angiogenesis, die Beeinflussung der Apoptose (Yoo et al. 1997), sowie
die Bekampfung der Herpesvirusinfektion beim hepatozellularen Karzinom durch
Hepatitis C.
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5.5.10 Antiallergene und proliferative Eigenschaften des Lactoferrins

Einige vor kurzem durchgefuhrte Untersuchungen zeigen mogliche antiallergene
Eigenschaften des Lactoferrins. Wird ein Organ durch allergene Stoffe gereizt, weist
es einen sehr viel hdoheren Lactoferringehalt als im Normalzustand auf. Dies gilt
wahrscheinlich fur alle Organe, wurde bisher jedoch vorrangig in Untersuchungen an
Lunge und Bronchien (Ghio et al. 1998, van de Graaf et al. 1991), sowie bei
allergischen Hauterkrankungen festgestellt (Cumberbatch et al. 2000, Zweiman et al.
1990, Lerche et al. 1988). Durch diese Hochregulation der Lactoferrinproduktion
werden allergische Erkrankungen gehemmt, bzw. gemildert. Sogar sehr weit
fortgeschrittene Krankheitsprozesse, beispielsweise die in der Spatphase des
Asthmas stattfindende Obstruktion der Luftwege scheinen im Tiermodell
beeinflussbar zu sein (Elrod et al. 1997). Wirkmechanismus der Verhinderung von
Hauterkrankungen ist die Hemmung der vom Allergen induzierten Langerhansschen
Zellmigration, sowie die Akkumulation dieser dendritischen Zellen in den
Lymphknoten (Cumberbatch 2000). AufRerdem nimmt Lactoferrin bei topischer
Applikation Einfluss auf die Produktion von TNF-alpha, der als Mediator eine wichtige
Rolle im Ablauf der allergologischen Vorgange spielt (Kimber et al. 1998, Enk und
Katz 1992).

Lactoferrin wirkt proliferativ, insbesondere auf Epithelzellen. Diese Eigenschaft fuhrt
zu einer Veranderung der darmspezifischen Villimorphologie. 10 Tage alte
Mausejunge, die Lactoferrin erhalten hatten, wiesen ein um 27% erhdohtes

Darmgewicht und ein um 6,5% verlangertes Intestinum auf (Zhang et al. 2001).

6 Welpensterben

6.1 Immunabwehr bei Welpen

Hunde besitzten eine Plazenta endotheliochorialis, bei der das Chorionepithel
Kontakt mit dem Endothel der mutterlichen Kapillaren hat und die nur den Durchtritt
geringer 1gG-Mengen vom Muttertier zum Foetus ermoglicht. 90-95% der

mautterlichen Antikorper erhalt der Welpe erst nach der Geburt Uber das Kolostrum,
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welches sehr reich an IgG und IgA, aber auch IgM und IgE ist. Diese unveranderte
Aufnahme der Immunglobuline vom Darm des Neugeborenen in sein Blut wird nur in
den ersten 24 Stunden post partum durch die geringe proteolytische Aktivitat des
Darminhaltes und durch das Vorkommen von Trypsininhibitoren im Kolostrum
ermdglicht. In dieser Zeit werden maximale Immunglobulinspiegel erreicht. Danach
sinkt der Gehalt der sich im Welpen-Kreislauf befindlichen maternalen Antikdrper
langsam ab. Jungtiere, die kein Kolostrum erhalten, erkranken erheblich leichter an
Septikamien, Diarrh6éen, Pneumonien und anderen Infekten, die Aufnahme ist
demnach von groRter Bedeutung. Dennoch haben auch Neugeborene die
Maoglichkeit, Immunreaktionen zu entfalten, wobei es sich zwangslaufig um eine
Primarreaktion mit sehr langer Anlaufphase und geringen Antikorpertitern handelt.
Passiv aufgenommene maternale Antikdrper verhindern durch Feedback-
Mechanismus die Synthese eigener Immunglobuline. Damit bleibt auch eine
Vakzinierung eines Neugeborenen, das Kolostrum erhalten hat, ohne Erfolg (Walser
et al. 1990, Tizard 2000).

Nielen stellte 1998 in Untersuchungen an Welpen vor dem Absetzen eine
Mortalitatsrate von 17,8% fest. Anderen Autoren zufolge liegen die Zahlen bei in
etwa 20-22%. Dabei entfallt auf Todgeburten 31,3%, die ersten 7 Lebenstage der
Welpen 42,4%, Tag 8-21 14,9% und Tag 22-49 11,3%. Die Gefahr der
Welpensterblichkeit ist demnach in der 1. Lebenswoche am groften. 40,6% der
Welpenerkrankungen bis zur 8. Woche sind infektios-entziundlicher Genese, darunter
Sepsis, Omphalitis, Pneumonien, Meningitiden, unterschiedliche Enteritiden und den
damit verbunden Diarrhéen. Zu den nichtinfektiosen Erkrankungen gehoéren
Atelektase, Trauma, Uberflitterung, Futteraspiration und Thymusatrophie. Sie sind
mit 26,3% vertreten. Der Rest setzt sich aus kongenitalen Anomalien zusammen.
Insbesondere zwischen der 4. und 12. Woche erreicht die Krankheitsanfalligkeit
einen weiteren Hohepunkt, da die Jungtiere aufgrund der in Abbildung 3
dargestellten ,immunologischen Lucke" nur unzureichend geschitzt sind. Die
Konzentration der materialen Antikorper sinkt nach der Kolostrumaufnahme p.p.
stetig ab und erreicht bereits in der 6. Lebenswoche Werte im Bereich von 200 mg/dl.
Um die 14. Lebenswoche sind diese vollig verschwunden. Das Jungtier beginnt,
sofern es maternale Antikorper erhalten hat, etwa um die 4 bis 5. Woche mit der
Produktion eigener Immunglobuline. Diese erreichen jedoch erst mit der 15. Woche

Werte von Uber 300 mg/dl im Serum, erst bis zur 20. Woche das Niveau eines
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adulten Hundes. Unter der ,immuologischen Licke" versteht man demnach den sehr
niedrigen Immunglobulinspiegel im Blut der Jungtiere im Alter von 4 bis 10 Wochen,

der sie besonders anfallig fur Krankheitserreger macht.
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Abbildung 3: Immunglobulinverlauf der Jungtiere (hier am Beispiel eines Fohlens)
(aus Tizard 2000)

Lokale Immunreaktionen finden bereits sehr friih statt. Zum Zeitpunkt des Ubergangs
vom Kolostrum zur Milch sind die Lymphoidgewebe des Darmes neugeborener Tiere
bereits in der Lage, auf Antigene voll zu reagieren. Anfangs wird diese Immunantwort
durch Interferon und IgM ermdglicht, nach 2 Wochen auch durch IgA, welches das
wichtigste Immunglobulin fir alle Korperoberflachen darstellt und von den
Plasmazellen der Submukosa gebildet wird. Der Wirkmechanismus des IgA ist noch
unklar. Es ist in der Lage, virusneutralisierend zu wirken, ist jedoch nicht bakterizid
und bindet auch nicht an Makrophagen. Es verhindert wahrscheinlich die Anheftung
von Bakterien und Viren an die Epitheloberflachen.

Eine sehr wichtige Rolle spielt die natlrliche Flora des Darmtraktes. Sie ist nicht nur
fur die Abwehr pathogener Mikroorganismen, sondern auch fur die Aufschlieung der

Nahrung von Bedeutung. Die naturliche Entwicklung des Immunsystems im
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Gesamtorganismus hangt von der kontinuierlichen Stimulation durch Antigene aus
der Darmflora ab. Keimfrei aufgezogene Tiere haben nur schlecht entwickelte
sekundare Lymphorgane ohne Sekundarfollikel. Beim Hund gehen die haufigsten
Antigenreize vom Darm aus. Antigene durchdringen entweder die Mukosa und
gelangen Uber Gefalke in die Mesenteriallymphknoten und Leber oder sie gelangen
Uber die oberflachlichen Lymphoidgewebe in den Korper. Die Tonsillen und
Peyerschen Plaques besitzen Lymphoidgewebe, das T-Zellen, B-Zellen und
Makrophagen enthalt (Tizard 2000).

6.2 Eubiosis und Dysbiosis des Gastrointestinaltrakts

Das Zusammenleben der verschiedenen Bakterienarten im Magen-Darmtrakt im
Sinne eines offenen Okosystems ist im Idealfall fein aufeinander abgestimmt und
bildet ein dynamisches Gleichgewicht. Dieser Zustand wird aus dem Griechischen
Eubiose genannt. Es existieren eine Haupt-, Begleit- und Restflora. Der Anteil der
Hauptflora betragt bei eubiotischen Verhaltnissen Uber 90%. Diese setzt sich beim
Welpen aus anaerob bzw. fakultativ anaerob lebenden Arten, die Milchsaure und
andere kurzkettigen Fettsauren bilden (Lactobacillen, Bacteroides, Eubacterien,
Peptococcen, Peptostreptococcen und Bifidobakterien), zusammen. Bei der fakultativ
pathogenen Begleitflora (bei gesunden Welpen ca. 1%) handelt es sich
hauptsachlich um E. coli und Enterococcen. C. perfringens, Staphylococcen, Proteus
und Pseudomonas spp. zahlen zur Restflora (bei Eubiosis unter 0,01%),
Streptococcen und Veillonellen spielen hier nur eine geringere Rolle (Mitsuoka
1992). Das (gesunde) Verhaltnis von Haupt-, Begleit- und Restflora betragt demnach
etwa >90:1:0,01.

Diese physiologische Darmflora unterstitzt Verdauung und Absorption, synthetisiert
Proteine und Vitamine, unterdrickt exogene Mikroorganismen durch Bildung von
Bakteriozinen und der Produktion von Schwefelwasserstoff, und stimuliert die
Immunfunktion. Beim Neugeborenen besteht die Gefahr, dass sie sehr leicht durch
bakterielle Uberwucherung mit unerwiinschten Keimen aus dem Gleichgewicht gerat,
sich Toxine und Karzinogene bilden, die zu Diarrhoen, Tympanien, Obstipationen,
Wachstumshemmung, Superinfektionen, Leberschaden und Immunsuppression

fuhren. Dieser Zustand wird als Dysbiosis bezeichnet.
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Storend auf die Eubiose wirken sich Futterungsfehler, frihzeitige Entwdhnung (da
die Muttermilch die milchsaurebildenden Bakterien férdert), drastische Futterwechsel,
minderwertige Futterkomponenten und ungenugende Futterhygiene aus. Daneben
wirken im Wirtstier gebildete Verdauungssekrete sowie Immunsubstanzen im Magen-
Darmtrakt direkt auf die Mikroorganismen ein. Die Freisetzung der
Verdauungssekrete, sowie die Art und Haufigkeit der Peristaltik, wird in hohem Male
durch Stress beeinflusst. In diesem Zusammenhang spielen bei Welpen das
Absetzen, Neuordnen von Tiergruppen, Transport, Stallklima usw. eine Rolle. Schon
lange bevor es zu Durchfallen kommt, kdnnen Dysbiosen vorliegen und die
Nahrstoffverwertung des Futters verschlechtert sein. Charakteristisch fir solche
Inbalanzen ist die Abnahme der Keime der Hauptflora zu Gunsten der schadigenden
Keime der Begleit- und Restflora. In einer Dysbiose kann der Anteil der Restflora bis
auf 40% der Gesamtflora ansteigen. Eine Stabilisierung der Darmflora im Sinne der
Aufrechterhaltung einer Symbiose und Verhinderung der Dysbiose ist demnach

aulerst winschenswert (Busch et al. 1999).

7 Klinische und physiologische Untersuchungsparameter der Welpen

bzw. deren Beeinflussbarkeit durch Probiotikafutterung

71 Milchaufnahme und Gewichtsentwicklung neugeborener Hundewelpen

in den ersten 4 Wochen p.p.

Untersuchungen zur Milchaufnahme und Gewichtsentwicklung an neonatalen
Hundewelpen ergaben, dass die relative Milchmengenaufnahme (in % des KGW) in
der ersten Woche am hdchsten ist und anschliellend langsam abnimmt. In den 1985
von Kienzle et al. mit Hilfe der Differenzwagung durchgeflihrten Experimenten
nahmen die Tiere im Mittel in den ersten 4 Wochen p.p. taglich 13,7% ihres KGW an
Milch auf. Aufgrund indirekter Berechnungen liegt diese Zahl wahrscheinlich jedoch
ca. 20 % unter der wahren Grofie. Genauere Angaben sind der Tabelle 9 zu
entnehmen, wobei sie sich fast vollstandig mit einer Untersuchung von Oftedal
decken. Hier ist die relative Milchmengenaufnahme mit 17,0% in der ersten, und
14,6% in der zweiten Woche angegeben (Oftedal 1984).
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Tabelle 9: Tagliche Milchmengenaufnahme der Saugwelpen
(im Mittel, absolut in g und relativ in % KGW)
(abgeandert nach Kienzle et al. 1985)

Woche 1 Woche 2 Woche 3 Woche 4
absolut |relativ absolut |relativ absolut |relativ absolut |relativ
(9) (%) (9) (%) (9) (%) (9) (%)
91,3 17,5 160,4 15,0 156,8 14,2 155,2 10,9

Wie aus der Tabelle 10 ersichtlich ist, waren die Gewichtszunahmen der Welpen
absolut in der 1. Woche am niedrigsten, relativ jedoch am hdéchsten. Im Mittel betrug
der tagliche Zuwachs in den ersten 4 Lebenswochen 5,4% des aktuellen Gewichtes.
Zwischen den Geschlechtern gab es keine Unterschiede in der Gewichtsentwicklung.

Auch die WurfgroRe spielte bei der Milchaufnahme und beim Zuwachs kaum eine

Rolle.
Tabelle 10:  Tagliche Gewichtszunahme im Mittel bei mittelgro3en Hunden
(in g bzw. % KGW) (abgeandert nach Kienzle et al. 1985)

Woche 1 Woche 2 Woche 3 Woche 4
absolut |relativ absolut |relativ absolut |relativ absolut |relativ
(9) (%) (9) (%) (9) (%) (9) (%)
41,1 9,8 48,4 6,6 49,4 4,7 51,2 3,8
7.2 Physiologische Blutwerte von Beagle-Welpen unterschiedlichen Alters

im Vergleich zu adulten Tieren

Beim Neugeborenen sind relativ grol3e, nicht vollstandig ausgereifte Erythrozyten zu
finden. Das fetale Hamoglobin, welches eine deutlich hohere Sauerstoffaffinitat als
das Hamoglobin erwachsener Saugetiere besitzt, wird erst um die Geburt, teilweise
auch erst post partum abgebaut. Wie aus der Tabelle 11 zu entnehmen, bleiben die
relativ hohen Erythrozytenzahlen und Hamoglobinwerte des Neugeborenen, die
jedoch weit unter dem eines adulten Hundes angesiedelt sind, nur fur kurze Zeit
bestehen und sinken dann ab. Das Volumen der Erythrozyten (MCV) und der Hb-
Gehalt des Einzelerythrozyten (MCH), die beide bei der Geburt Uber den Werten
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adulter Tiere liegen, verringern sich anschliefend und erreichen etwa mit dem 50.
Tag die Werte ausgewachsener Hunde. Die Hamoglobin- Konzentration aller
Erythrozyten (MCHC) wird kaum vom Alter der Tiere beeinflusst.

Der Abfall der Erythrozytenzahlen und des Hamoglobinwertes ist durch den
physiologischen Erythrozytenabbau bei verminderter Erythropoese und durch die
Vergrollerung des Blutvolumens infolge des raschen Kérperwachstums bedingt. Die
Hamoglobin- und Hamatokrit- Werte sinken sogar noch starker als die
Erythrozytenzahlen. Ein Tiefpunkt ist in etwa im Alter von 4 Wochen erreicht, danach
erfolgt mit Beginn der Beifltterung ein langsamer Anstieg. Im Alter von 6 Monaten
erreicht das Jungtier bleibende Werte (Walser et al. 1990, Hoskins 1990). Details
sind der Tabelle 11 und der Abbildung 4 zu entnehmen.

Tabelle 11:  Mittlere Blutwerte gesunder Beagle-Welpen unterschiedlichen Alters
(abgeandert nach Hoskins 1990)

Alter in | Ery (x | Hb Hkt | MCV | MCH | MCHC | Neutros | Lymphos | Monos
Wochen | 10%ul) | (g/dl) | (%) | () | (pg) | (%) (x10%/l) | (x10°/ul) | (x103/ul)
0 5,1 15,2 |46 |93,0 [30,0 [320 |86 1,9 0,9
1 4,6 12,9 |29 [89,0 [28,0 [320 |74 43 1,1
2 3,9 10,0 |29 815 [255 [315 |52 3,8 0,7
3 3,8 97 |28 [830 [250 [310 |51 5,0 0,7
4 4,1 95 [28 |73,0 |230 [320 [72 45 0,8
6 4,7 10,2 |28 |69,0 [22,0 [315 [9,0 5,7 1,1
8 4,9 11,2 |30 72,0 [22,5 [320 |85 5,0 1,0
12 6,3 14,3 |31 |64,6 [22,8 353 |98 5,7 0,9

Prinzipiell gibt es Rassenunterschiede. So weisen deutsche Schaferhunde postnatal
deutlich niedrigere Erythrozytenzahl, Hamoglobin- und Hamatokritkonzentration als
beispielsweise Beagle-Welpen auf. Geschlechtsunterschiede spielen jedoch kaum
eine Rolle (Lund et al. 2000).

Neugeborene besitzen am ersten Lebenstag erhdhte Leukozytenzahlen, da
Granulozyten —sie machen beim Neugeborenen etwa 70% der Leukozyten aus-
vermehrt aus dem Knochenmark ausgeschwemmt werden. In den folgenden Tagen

kommt es zum Absinken der Granulozyten, die Zahl der Lymphozyten nimmt dafur
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stark zu.

Diese Blutveranderungen sind als Adaptation mit der Geburt als

Stressfaktor zu deuten und sind kein Hinweis auf Krankheitsprozesse.

Hbe HKT MBS rides A
Wel
ardl ' - MKT — Pen
154 40
-4 384 ;
14 /
-0
4 367 /,\/ P
13 . / . 20
£
/
124 LR 4
L4
&
R -
e
114 324
10+ 30+
a9 28+
E— 26
== =
T T T T =T T T T T T
1 2 3 L] 5 B T B a 10

Wochen pp
A, 4. Himarakrit- und Himoglobingehale im Blut bei Welpen im Verlauf der ersten 10 Lebenswo-
chen. Beginn der Tieitiwerung ak 3. Tebhenswoche
Fig. 4. Hemarocrite and hemoglobine content of bleed o puppaes during the firs 10 weeks of lite,
Additional feeding started at the ape of 4 weeks

Abbildung 4: Hamoglobin- und Hamatokritverlauf neonataler Beagle-Welpen

7.3

7.3.1

(aus Kienzle et al. 1985)

Einfluss von Probiotika auf die Faeces

Bakterielle Zusammensetzung der Hunde-Faeces

Die bakterielle Zusammensetzung der Hunde-Faeces andert sich mit dem Alter der

Tiere. Wahrend gesunde Welpen in erste Linie Lactobacillen, Bacteroides,
Eubakterien, Peptococcen und Bifidobakterien besitzen, kommen bei jungen, unter

12 Monaten alten Hunden bereits Staphylococcen dazu (Benno et al. 1992a). Altere
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Hunde haben viele Clostridien und Streptococcen in ihren Faeces, wobei das
Clostridienwachstum abgangig von der Ernahrung ist (Mitsuoka et al. 1976).

Die Konzentrationen der wichtigsten im Kot adulter Hunden anzutreffenden Bakterien
sind in der Tabelle 12 angegeben. Nach Untersuchungen von Amtsberg et al. (1995)
liegt die aerobe Gesamtkeimzahl in den Faeces adulter Hunde je nach Ration
zwischen 7,3 und 9,6 (Ig/g uS).

Tabelle 12:  Durchschnittliche Bakteriengehalte in Hundefaeces
(Mitsouka et al. 1976, Treschnak 1994, Ringel 1998, Benno
und Mitsouka 1992, Benno et al. 1992b)

(abgeandert nach Zentek 1993)

Bakterium lg/g uS

Bacteroides spp. 10,1
Eubacterium spp. 9,75
Peptostreptococcus spp. 9,75
Clostridium spp. 9,5
Bifidobacterium spp. 9,4
Fusobacterium spp. 9,3
Lactobacillus spp. 9,2
Streptococcus spp. 8,8
Enterobacteriaceae 7,9
C. perfringens 7,8
Staphylococcus spp. 4.4

Zentek et al. untersuchten 1998 den Effekt des Probiotikums Enterococcus faecium
(10" KbE Probiotikum/g Futter) auf die bakteriologische Zusammensetzung der
Faeces adulter Beagles. Dabei zeigte sich ein signifikanter Einfluss des Probiotikums
auf den Enterococcengehalt. Dieser lag ohne Probiotikum im Bereich zwischen 4,2
und 5,9 log/g, und stieg bei Probiotikafltterung auf Werte zwischen 7,4 und 7,8 log/g
an. Der Lactobacillengehalt sank unter dem Einfluss des Probiotikums von 8,78 log/g
auf 5,4 log/g. Bei den anderen Bakterien war diese Tendenz nicht so deutlich,

insgesamt war jedoch eine geringe Keimzahlreduktion auszumachen.

Bei Saugwelpen wurde durch Zentek et al. ahnliche Beobachtungen gemacht.
Frihabgesetzten Hundewelpen wurde dabei Muttermilch oder Milchaustauscher mit

und ohne Probiotikum verfuttert. Auch hier war v.a. der Enterococcengehalt der
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Faeces von den Veranderungen betroffen. Er lag bei den Welpen, die mit
Muttermilch aufgezogen wurden etwa ahnlich hoch wie bei den Welpen mit
Milchaustauscher und Probiotikum (durchschnittlich bei 7,93 log/g). Welpen, die mit
reinem Milchaustauscher aufgezogen wurden, hatten eine signifikant geringere
Enterococcenzahl in ihren Faeces (im Schnitt 6,71 log/g). Bei den anderen

Keimgehalten lieRen sich kaum Tendenzen feststellen.

7.3.2 pH-Wert in Kot und Chymus

Hunde besitzen als Fleischfresser einen sauren Kot, dessen pH meist zwischen 6
und 6,5 liegt. Dagegen herrscht im Illeumchymus durch den Zufluss des
bicarbonatreichen Pankreassaftes ein neutrales bzw. leicht alkalisches Milieu.
Sowohl der pH als auch der Lactatgehalt des Chymus werden durch
Probiotikafutterung beinflusst. Der pH wird erniedrigt, der Lactatgehalt erhéht (Zentek
et al. 1998).

Der pH-Wert des Kotes hangt naturgemal® von der verabreichten Diat ab. Die
Verabreichung oligosaccharidhaltiger Futtermittel fihrt durch die mikrobielle
Vergarung zu generell niedrigeren pH-Werten. Dies gilt auch flr andere praecaecal
schwer verdauliche Kohlehydrate (Schinemann et al. 1989) und fur bestimmte
pflanzliche Proteinquellen (Mais, Weizenkleber, Sojaprotein), die zu einer Absenkung
der colonalen und fakalen pH-Werte fuhren (Wieczorek 1993, Zentek 1993). Der
probiotische Einfluss auf den Kot-pH erwachsener Hunde war im Experiment nur in
Tendenzen zu erkennen, wobei die Ernahrung des Hundes den Ausschlag gab.
Welpen, die Milchaustauscher mit Probiotikum erhalten hatten, wiesen einen leicht
erhdhten pH auf (Zentek et al. 1998).

7.3.3 L-Lactatgehalt

Als wesentlicher Wirkmechanismus der Probiotika wird von mehreren Autoren der
Einfluss auf die Milchsaurebildung angesehen (Roth und Kirchgessner 1986, Stewart
et al. 1995). Nouisianen und Suomi, sowie Roth et al. (1991, 1992) konnten jedoch

beim Einsatz verschiedener Lactobacillen und Bacillus cereus var. toyoi bei Schwein
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und Rind keinen Einfluss auf pH-Werte oder signifikante Effekte auf die Lactatbildung
erkennen. In diesem Zusammenhang wurde auch der Lactatgehalt der Faeces
erwachsener Hunde mit und ohne Probiotikumfutterung von Zentek et al. (1998)
untersucht. Die Ergebnisse wurden stark durch die Futterung der Hunde beeinflusst
und die individuellen Schwankungen waren grof3. Rationen mit schwer verdaulichen
Kohlehydraten flihrten zu héheren Lactatwerten als andere. Die Werte waren
insgesamt sehr gering (zwischen 0,68 und 2,09 mmol/l) und bei der Beigabe zum
Trockenalleinfutter konnten keine Auswirkungen des Probiotikums festgestellt
werden. Die Verabreichung einer Griebenmischung fuhrte jedoch in der
Kontrollgruppe zu Werten, die uber denen der Probiotikumsgruppe lagen.

Bei der Bestimmung der Lactatwerte im Welpenkot erwiesen sich die Schwankungen
als sehr hoch. Die hdchsten Lactatwerte wurden bei Welpen gemessen, die
Muttermilch erhielten (4,2 mmol/l), gefolgt von den Welpen mit Milchaustauscher
ohne Probiotikum (1,4 mmol/l). Die Welpen, die den Milchaustauscher mit

Probiotikum erhielten, wiesen die geringsten Lactatgehalte im Kot auf (1,0 mmol/l).

7.3.4 TS-Gehalt des Kotes

Die Auswirkungen der Probiotikafutterung auf den Trockensubstanzgehalt von
Hundefaeces wurden im Rahmen der Dissertation von Molitor (1998) an 8 Hunden
untersucht, jedoch nur bei der Zulage des Probiotikums Enterococcus faecium zur
Griebenmischung bestimmt. Hier lag der Trockensubstanzgehalt des Kotes bei
Probiotikumsfutterung mit 21,3 bis 24,4% deutlich unter dem der Kontrollgruppe mit
23,9 bis 28,2%.

Welpenfaeces besitzen im Vergleich zu adulten Hunden einen sehr hohen
Trockensubstanzanteil. Im Gegensatz zu den Ergebnissen bei den erwachsenen
Hunden, fuhrte die Zulage des Probiotikum zum Milchaustauscher bei Saugwelpen
zu einer geringen Steigerung des TS-Gehaltes von 31,2 auf 32,1% (Molitor 1998).
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C Material und Methoden

1 Versuchsaufbau

Die Futterungsstudie dauerte insgesamt 14 Wochen. Neonatale Beagle-Welpen
wurden im Alter von 3 Tagen von der Mutter getrennt, in 5 Gruppen aufgeteilt und
mittels Milchaustauscher mutterlos aufgezogen. Eine Gruppe diente als
Kontrollgruppe, den anderen wurde anfangs ein mit bovinem Lactoferrin in 4
verschiedenen Dosierungen (30, 60, 60/95 und 120 ppm) versetzter

Milchaustauscher, spater entsprechendes Festfutter verabreicht.

Dabei wurden folgende Parameter untersucht und mit der Kontrollgruppe verglichen.

* Futteraufnahme, Gewichtsentwicklung und Futterverwertung

* Mikroflora, pH-Wert, Lactat- und Ammoniakgehalt, sowie der TS-Gehalt des Kotes

* rotes und weil3es Blutbild

* Immunglobulingehalt (Diss. S. Strodtbeck und S. Regulski 2004), sowie der

antioxidative Status des Blutes (Diss. J. Schwarzer 2003)

Die Versuche fanden an der Aullenstation Oberwiesenfeld der tierarztlichen Fakultat
und im Institut far Tiererndhrung der LMU Minchen statt.

Nach § 8 Abs. 1 des Tierschutzgesetzes in der Fassung der Bekanntmachung vom
25.5.1998 (BGBI | S. 1105) wurde ein Antrag auf Genehmigung eines
Tierversuchsvorhabens bei der Regierung von Oberbayern gestellt. Die

Genehmigung wurde erteilt.
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Blutproben l

Impfung mit humanem
Serumalbumin

TR
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(Alter der Welpen)
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Beifitterung mit

Festfutter

Absetzen

Abbildung 5: Versuchsablauf und Entnahmezeitpunkte der Blutproben
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2 Versuchsanordnung und Parameter

21 Rahmenbedingungen

2.1.1  Versuchstiere

Es wurden insgesamt 32 Tiere untersucht, aus zeitlichen Grinden konnten bis zur
Abfassung der Arbeit jedoch nur die 23 Welpen, die in der Tabelle 13 aufgefuhrt sind,

ausgewertet werden.

Tabelle 13:  Die Versuchstiere nach Gruppen sortiert, deren Geschlecht und

Gewicht bei Versuchsantritt (3. Lebenstag)

Hund Gruppe Wurf Geschlecht KM (g) Versuchs-
beginn STag 32
1 Kontrolle 1 mannlich 417
2 Kontrolle 1 mannlich 366
3 Kontrolle 1 weiblich 389
6 Kontrolle 2 mannlich 382
7 Kontrolle 2 weiblich 336
10 LF 30 ppm 3 mannlich 466
11 LF 30 ppm 3 weiblich 428
12 LF 30 ppm 3 weiblich 367
19 LF 30 ppm 5 mannlich 473
20 LF 30 ppm 5 weiblich 437
17 LF 60 ppm 4 mannlich 529
18 LF 60 ppm 4 weiblich 526
21 LF 60 ppm 5 weiblich 575
22 LF 60 ppm 5 weiblich 513
23 LF 60 ppm 5 weiblich 524
13 LF 60/95 ppm |3 mannlich 404
14 LF 60/95 ppm |3 weiblich 445
15 LF 60/95 ppm |3 weiblich 400
16 LF 60/95 ppm |3 weiblich 460
4 LF 120 ppm 1 mannlich 454
5 LF 120 ppm 1 weiblich 371
8 LF 120 ppm 2 mannlich 364
9 LF 120 ppm 2 weiblich 366
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21.2 Gruppeneinteilung

Tabelle 14:  Anzahl der Tiere in den unterschiedlichen Versuchsgruppen

Kontrolle 5 Tiere
30 ppm 5 Tiere
60 ppm 5 Tiere
60 ppm im MAT, 95 ppm im Festfutter 4 Tiere
120 ppm 4 Tiere

Mit Ausnahme der LF 60/95 ppm-Gruppe befanden sich in jeder Versuchsgruppe 8
Welpen, wobei aus den genannten Grinden nur die in der Tabelle 13 und 14

angegebenen Hunde in die Auswertung miteinbezogen wurden.

Die Welpen wurden am Tag der Geburt und die folgenden beiden Tage bei der
Mutter belassen um die Kolostrumaufnahme zu gewahrleisten. AnschlieRend wurden
sie von ihr getrennt, nach Geschlecht und Gewicht randomisiert und in die 5 Gruppen

aufgeteilt. Aus jedem Wurf verblieb ein Welpe beim Muttertier.

2.1.3 Futterung der Versuchstiere

2.1.3.1 Futterzusammensetzung

Eine Gruppe erhielt den unten aufgefuhrten Milchaustauscher bzw. spater das
Festfutter ohne Lactoferrinbeigabe (Kontrollgruppe), bei den anderen 4 Gruppen
wurde dem Mineralpulvergemisch des Milchaustauschers so viel Lactoferrin
beigegeben, dass durch die Herstellung des Milchaustauschers in diesem eine
Konzentration von 30, 60 und 120 ppm Lactoferrin entstand.

Das ab der 4. Woche angebotene Festfutter war ebenfalls mit Lactoferrin in unten
angegebenen Konzentrationen versetzt. Aus technischen Griinden wurde einer
Versuchsgruppe, der anfangs Milchaustauscher mit der Konzentration 60 ppm
Lactoferrin verabreicht worden war, spater Trockenfutter der Konzentration 95 ppm

verabreicht. Im Alter von 8 Wochen wurden die Welpen abgesetzt.
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In den folgenden Tabellen sind die Zusammensetzung des Milchaustauschers und
die des selbst analysierten Festfutters aufgefuhrt. (Zu den genauen
Analyseverfahren und dem Vergleich des verabreichten Milchaustauschers mit der
Muttermilch siehe Diss. Unsold 2003.)

Milchaustauscher

Die Zusammensetzung des Milchaustauschers orientierte sich an der

Zusammensetzung der Muttermilch. Nicht in den Lebensmittelkomponenten

vorhandene notwendige Inhaltsstoffe wurden durch die Mineral- und

Vitaminmischung zugesetzt.

Herstellung des Milchaustauschers

Fur 100 g Milchaustauscher wurden verwendet (nach Kienzle und Landes 1995b)

10 g Eigelb

6 g Sonnenblumendl

40 g Speisequark Magerstufe

43 g Milch (ultrahocherhitzt 1,5 % Fett)

1 g Mineralpulvergemisch (Mineralfutter und Vitamine, je nach Gruppe Lactoferrin)

Alle Zutaten wurden taglich frisch im Mixer gemischt.

Tabelle 15:  Zusammensetzung der Inhaltsstoffe des Milchaustauschers
(in g/100 g Milchaustauscher) (Meyer et al. 1986)

Ing/100 g | Ra Rp Rfe NfE Rfa BE (MJ)
Eigelb 0,08 1,30 1,10 0,07 0 0,5-0,8
Ol 0 0 6,00 0 0 0,23
Quark 0,40 6,80 0,20 1,08 0 0,19
Milch 0,3 1,46 0,04 2,06 0 0,07
Minmix 0,72 0 0 0 0 0
Summe 1,50 9,56 7,34 3,21 0 0,99-1,29
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Tabelle 16: Aminosaurengehalte des Milchaustauschers

(in g/100 g Milchaustauscher) (Meyer et al. 1986)
In Linol- | lle Leu |Lys | Met |Cys |Phe |His | Thr | Trp |Val |Arg
gl1 OOg saure
Eigelb | 0,01 0,07 |0,11 /0,08 | 0,04 |0,02|0,07 |0,03 0,07 |0,02]0,10 | 0,08
(o] 066 |0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Quark |0 040 |0,74 0,62 |0,19|0,06 | 0,37 |0,24 | 0,32 | 0,07 | 0,40 | 0,32
Milch 0 009 |015]0,12 0,040,177 /0,08 |0,04 | 0,08 | 0,08]|0,61 |0,06
Summe | 0,67 |05 |1,00 /0,82 |0,27|0,25(/0,52 0,31 {1,170 {0,177 | 1,11 | 0,46
Tabelle 17:  Mineralstoff- und Spurenelementgehalt des Milchaustauschers

(in100 g Milchaustauscher) (Meyer et al. 1986)
In100g | Ra Ca P Mg K Na Fe Cu |Zn Mn |J

(mg) (mg) [(mg) |(mg) (mg) |(mg) (mg) |(mg) (mg) (mg) | (ug)

Eigelb | 0,17 | 14,00 |59,00 [1,50 |14,00 5,00 0,55 | 0,03 [0,46 |0 1,00
(o] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Quark [0,40 | 28,00 | 76,00 |[4,00 |[38,00|14,00]0,20 |0 0 0 0
Milch 0,39 149,45 40,85 |[6,45 |43,00|43,00]0,03 0,00 |0,22 |0,22 |0,43
Minmix | 0,72 | 150,00 | 20,00 | 3,00 |45,00|62,00|0,21 |0,40 [0,70 | 0,70 | 114,0
Summe | 1,68 | 241,45| 195,85 | 14,95 | 140,01 124,0 /0,99 10,43 | 1,38 | 0,92 | 115,43
Tabelle 18:  Vitamingehalt des Milchaustauschers

(in 100 g Milchaustauscher) (Meyer et al. 1986)
Pro Nikotin- | Panto-
100ml | A D3 E B1 B2 B6 B12 | Biotin | saure thens.
MAT (IE) (IE) [(mg) ' (mg) (mg) (mg) |(ug) | (ug) | (mg) (mg)
Eigelb [ 370,00 O 0,30 0,03| 0,04| 0,03| 0,20 6,00 0,01 0,37
(o] 0 0 14,00 O 0 0 0 0 0 0
Quark 18,00 O 0 002 012 0,00 O 0 0,04 0,08
Milch 0 0,01 0,02 0,07| 0,82| 0,6| 1,81 | 12,90 0,47 1,38
Minmix | 300,00 O 0 0 0,52| 0,70 0 5,00 1,00 0,05
Summe | 688,00 | 0,01] 14,32| 0,12| 1,50 0,90| 2,01| 23,90 1,52 1,88
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Festfutter

Tabelle 19:

Zusammensetzung des Trockenfutters (Weender Analyse)

In uS (Pellets) | Kontrolle 30 ppm 60 ppm 95 ppm 120 ppm
TS 94,43 94 .43 92,70 94,79 94,69
Asche (%) 6,38 6,87 6,70 6,84 6,39
RP (%) 27,30 26,72 25,60 26,06 26,42
Rfa (%) 2,60 2,63 2,20 2,79 2,90
Rfe (%) 9,93 10,53 8,60 10,62 10,05
Nfe (%) 48,22 47.68 47,00 48,48 48,94
Tabelle 20: Mineralstoff- und Spurenelementgehalt des Trockenfutters
(in der TS)

Kontrolle 30 ppm 60 ppm 95 ppm 120 ppm
Ca (g/kg) 11,72 13,54 12,68 13,20 12,97
P (g/kg) 4,01 4,25 3,91 4,34 3,85
Na (g/kg) 2,56 2,62 2,65 2,89 2,47
K (g/kg) 417 4 83 4 31 4. 84 3,87
Zn (mg/kg) 95,18 100,99 101,57 85,99 111,85
Cu (mg/kg) 10,16 11,55 12,40 13,40 9,87
Mg (mg/kg) 527,70 548,05 504,28 466,87 518,14
Fe (mgl/kg) 136,96 155,90 164,49 144,71 123,06
Mn (mg/kg) 26,40 28,96 26,63 25,34 25,90

2.1.3.2 Futterungszeiten

Bis zum Ende der ersten Lebenswoche wurden die Welpen 7 mal taglich mit der

Flasche (s.u.) geflttert. Tagsuber alle 3 Stunden, nachts alle 4 Stunden.

Tag 8 bis Tag 17 wurde tagsuber 6 mal gefluttert und eine sechsstiindige nachtliche

Pause eingehalten, danach nur noch 5 mal mit einer achtstiindigen nachtlichen

Pause. Ab der Beifutterung im Alter von 4 Wochen wurde die Anzahl der Futterungen

auf 4 mal taglich reduziert, nach dem Absetzen mit 8 Wochen nur noch 3 mal taglich

geflttert. Zugang zu frischem Wasser war standig gegeben.
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2.1.3.3 Futterungstechnik

Die Welpen wurden vor und nach jeder einzelnen Futterung auf der Mettler-Waage
SG 8001, Toledo, Schweiz gewogen und die Differenz als Futteraufnahme
festgehalten (Differenzwagung). Zusatzlich wurde die jeweilige Menge des
verabreichten Milchaustauschers bzw. des Festfutters notiert. Die Gabe des
Milchaustauschers erfolgt anfangs ad lib., nach der 2. Woche rationiert, wobei die
naturliche Gewichtsentwicklung der beim Muttertier verbliebenen Welpen als
Anhaltspunkt flr die Menge diente. Zur Flaschenfutterung wurde das
Karlie®Saugflaschen-Set, 150 ml, D-Haaren verwendet. Der Milchaustauscher
wurde taglich frisch gemixt, im Kuahlschrank aufbewahrt und vor Verabreichung im
"Petra electric"- Babykostwarmer, Typ BF1 (LZ 025 106), Deutschland bis auf 35°C

erwarmt.

Bis zum Ende der 4. Woche, aus technischen Grinden in einigen Fallen auch bis
Anfang der 5. Woche wurde ausschliel3lich der selbst hergestellte Milchaustauscher
verwendet. Anschlielend wurde bis Ende der 8. Woche die angebotene Menge
Milchaustauscher kontinuierlich reduziert und daflr der Festfutteranteil am
Gesamtfutter angehoben. Am Tag 56 wurden die Welpen abgesetzt und ab diesem
Zeitpunkt ausschlieRlich mit Festfutter gefuttert. Mit Beginn der Beifutterung

(4. Woche) fralRen die Hunde bereits selbstandig vom Teller.

2.1.4 Kot- und Harnabsatz

Beides wurde anfangs nach jeder Futterung durch Massage des Abdomens, des

Genitalbereichs und des Anus mit einem feuchten, warmen Tuch stimuliert. Bis Ende

der 2. Woche lernten die Hunde es, ohne Hilfe Kot und Harn abzusetzen.

21.5 Unterbringung

Die Hunde wurden anfangs in Schweineabferkelboxen und Welpenkisten, spater in

Pferdeboxen jeweils auf Heu gehalten.
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Es wurden Warmelampen und Hundedecken bereitgestellt.

21.6 Entwurmungen

In woéchentlichen Abstanden wurde mit Banminth-Paste, Pfister, sowie einmalig mit

Panacur® Tabletten, Hoechst Russel Vet Unterschleillheim, entwurmt.

2.2 Untersuchungsparameter und Analyseverfahren

2.21 Futteraufnahme, Gewichtsentwicklung und Futterverwertung

Die Futteraufnahme wurde wie oben beschrieben ermittelt und die

Gewichtsentwicklung der Tiere taglich festgehalten. Die Futterverwertung wurde als

Quotient aus Futteraufnahme und Gewichtszunahme errechnet.

2.2.2 Bestimmung des roten und weiRen Blutbildes

Materialien

* Butterfly (Microperfuseur, 0,7 mm, G22, Laboratoires Pharmaceutiques, VYCON,

V-creen, Ecouen, Frankreich)

» sterile schwarze 22 G-Kanule (0,7 mm, Neolus Terumo®)

* Kalium-EDTA-RO6hrchen (Sarstedt AG & Co., Nurnberg)

Probenentnahme

Die Blutentnahme erfolgte aus der V.cephalica antebrachii, bei den jungeren Welpen

mittels Butterfly, bei den alteren mit einer schwarzen 22 G-Kanlule. Als Blutréhrchen

wurde das Kalium-EDTA-R6hrchen verwendet.
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Zeitpunkte

Die erste Blutuntersuchung fand am Tag 28, also vor der Beifutterung statt.

Vorher war dies aus Grunden der dazu notwendigen Blutmenge (ca. 0,5 ml) nicht
maglich. Weitere Untersuchungen erfolgten bis zum Versuchsende (14. Woche) im
zweiwdchigen Abstand (auler 6. Woche) und decken sich mit den

Plasmaentnahmezeitpunkten (s.u.).

Untersuchung

Das Blutbild wurde in der |. Medizinischen Tierklinik der LMU Munchen mittels Cell
Dyn 3500 (Abatt, Wiesbaden) untersucht.

2.2.3 Untersuchungen des Plasmas

2.2.3.1 Parameter

Plasma wurde zu 8 verschiedenen Zeitpunkten mit dem Ziel gewonnen, den
Gesamt-IgG-und IgA-Gehalt, Antikbrper gegen humanes Serumalbumin und den

antioxidativen Status der Welpen zu bestimmen.

2.2.3.2 Blutentnahmezeitpunkte

1) Tag 3

2) Tag7

3) Tag 14

4) Tag 28

5) Woche 8
6) Woche 10
7) Woche 12
8) Woche 14
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2.2.3.3 Entnahme

Materialien

* Butterfly (Microperfuseur, 0,7 mm, G-22, Laboratoires Pharmaceutiques, VYCON,
V-creen, Ecouen, Frankreich)

» sterile schwarze 22 G-Kanule (Neolus Terumo®)

* Microvette®200LH-System, (Sarstedt, Nurnbrecht)

« Zentrifuge

* PBS (pH 7,2)

* Eppendorf-Cups

Durchfiihrung

Die Blutentnahme erfolgte wie oben beschrieben, als Blutrohrchen wurden jedoch
Microvetten verwendet. Diese wurden zentrifugiert und das dadurch gewonnene
Plasma flr die Immunglobulinbestimmung 1:100 verdinnt. Das verdinnte und

unverdinnte Plasma wurde in Eppendorf-Cups bei -80°C eingefroren.

2.2.3.4 Bestimmung des antioxidativen Status

Der antioxidative Status wurde durch Charakterisierung der Trolox equivalent
antioxidant capacity (TEAC), der antioxidativ wirksamen Vitamine E und C und der
Metaboliten Harnsaure und Bilirubin am Institut fur Physiologie und Physiologische
Chemie, Veterinarstr. 13, Minchen, unter der Leitung von Herrn Dr. Stohrer
bestimmt. Zusatzlich wurde freies Eisen, Lactat, CK und GOT im Blut untersucht.
Diese Arbeiten wurden von Frau Julia Schwarzer durchgefuhrt.

(Diss. J. Schwarzer 2003)
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2.2.3.5 Bestimmung der Imnmunglobuline

Die Messungen des Gesamt-IgG- und IgA-Gehaltes, sowie der Antikrper gegen
humanes Serumalbumin im Plasma werden mittels Sandwich ELISA-Verfahren nach
Erhard et al. (1995) am Institut flr Tierhygiene, Schwere-Reiter-Str.9, Minchen unter

der Leitung von Herrn Prof. Erhard erfolgen.

Der Gesamt-IgG- und IgA-Status der Welpen wird dabei von allen Plasmaproben
bestimmt. Antikdrper gegen humanes Serumalbumin werden dagegen nur in den
Proben der 10., 12., und 14. Woche gemessen. Zu diesem Zweck wurden die Tiere
in der 8. und 12. Lebenswoche mit humanem Serumalbumin immunisiert.

Diese Arbeiten werden von Frau Strodtbeck und Frau Regulski durchgefihrt.

(Diss. S. Strodtbeck und S. Regulski 2004).

2.2.4 Untersuchungen in den Faeces

e Der Kot wurde mikrobiologisch untersucht.

Folgende weitere Parameter wurden im Kot bestimmt.

pH-Wert
L-Lactatgehalt

Ammoniakgehalt
TS-Gehalt

2.2.4.1 Untersuchungszeitpunkte
FUr alle oben genannten Untersuchungen mit Ausnahme der TS, war der Kot an den

folgenden 4 Zeitpunkten gesammelt und aufbereitet worden.

Der pH-Wert wurde immer sofort im frischen Kot gemessen.
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1) Tag 3 bis Tag 8 (aus technischen Grinden jedoch manchmal erst bis Ende der 2.
Woche)

2) vor der Beifutterung (Woche 4)

3) in der 8. Woche

4) in der 14. Woche

2.2.4.2 Mikrobiologische Untersuchungen

Der Kot jedes Welpen wurde am Institut fur Tierhygiene und Tierschutz der LMU

Muanchen, Schwere-Reiter-Str.9, unter der Leitung von Herrn Prof. Erhard zu den

oben genannten Zeitpunkten mikrobiologisch untersucht.

Parameter

» Gesamtkeimzahl

* E. coli

» Enterococcen

 Lactobacillen und Leuconostoc

 Clostridien

Vorbereitung

Der Kot der Welpen wurde in sterilen Kotrohrchen gesammelt und aus der Mitte des

Kotes 1 Gramm entnommen.
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Durchfiihrung

Verwendete Nahrboden

Keimgruppe Bezeichnung Zusammensetzung
Gesamtkeimzahl Caso (Merck)Casein, Pepton, Sojamehl, Agar Agar
E. coli McKonkey Pepton aus Fleisch und Casein, Lactose,
(Merck) Gallensalz, Neutralrot, Kristallviolett, Agar Agar
Enterococcen CNA Pepton, Hydrolysat pflanzl. und tierischer Proteine,

(Biomeérieux) Herzpepton, Maisstarke, NaCl, Hammelblut,
Antibiotikamischung, Agar Agar

Lactobacillen/ Rogosa Pepton, Hefeextrakt, Glucose,

Leuconostoc (Merck, Kaliumdihydrogenphosphat, Ammoniumcitrat,
selbstge-  Tween Natriumacetat, Magnesiumsulfat,
gossen) TweenEisensulfat, Mangansulfat

Clostridien RCM Pepton, Hefeextrakt, Fleischextrakt, Glucose,
(Merck, Starke, Salz, Natriumacetat, Cysteiniumchlorid,
selbstge-  Agar Agar, Polymyxin B (Sigma)
gossen)

Weitere Materialien

* Petrischalen (Greiner Labortechnik)

 Enterotube-II-BBL (Becton Dickinson, Reutlingen)

* MRS-Agar (Biomérieux, Nartingen)
« Standard-I-Agar (Merck, Darmstadt)

» API-Strep System (Biomérieux, Nurtingen)
» API-20A-System (Biomérieux, Nurtingen)
* Anaerocult C (Merck, Darmstadt)

* Anaerocult A (Merck, Darmstadt)

» Oxidasestabchen (Baktident Oxidase von Merck, Darmstadt)
» Kovacs-Reagenz (Merck, Darmstadt)

* VPI (KOH) (Biomérieux, Nurtingen)

* VPI2 (alpha-Naphtol) (Biomérieux, Nurtingen)
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Verdinnung der Proben

Mit dem entnommenen Gramm Kot wurde mittels steriler Kochsalzlésung eine
Verdlinnungsreihe in Zehnerschritten erstellt. Dazu wurde der entnommene Kot in
einer Petrischale mit 2 Milliliter Kochsalzlésung aufgeschlemmt und in ein mit 7
Milliliter Kochsalzlésung gefiilltes Réhrchen Uberflhrt, so dass eine Verdiinnung von
1:10 entstand. Nach dem Mischen wurde wiederum ein Milliliter der Suspension in
das nachste, mit 9 Milliliter Kochsalz geflllte Rohrchen pipettiert, um die
Kotsuspension um eine weitere Zehnerpotenz zu verdinnen. Diese

Verdinnungsschritte wurden wiederholt bis eine Suspension von 1:10 Mrd. entstand.

Beimpfung der Platten

Fur die Bestimmung der Gesamtkeimzahlen wurden die Platten so beimpft, dass die
Verdunnungsbereiche 1:100 000 bis 1:10 Mrd. abgedeckt wurden.

Bei den E. coli und Enterococcen wurden Verdinnungen von 1:10 000 bis 1:1 Mrd.
verwendet, bei den Lactobacillen 1:1000 bis 1:100 Mio.

Clostridien wurden aus den Verdlnnungsbereichen 1:1 Mio. bis 1:10 Mrd. auf die

Platten verimpft.

Gesamtkeimzahl

Zur Untersuchung der Gesamtkeimzahlen wurden Caso-Platten verwendet und
darauf unter sterilen Bedingungen 0,1 Milliliter der jeweils unterschiedlich verdinnten
Probe verimpft und ausgestrichen. Die Bebritung erfolgte aerob 24 Stunden bei
38°C. Es folgte eine optische Auszahlung um die sich in einem Gramm Kot

befindlichen Colony Forming Units zu erfassen.
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E. coli

Zur Bestimmung der E. coli-Keime wurden McKonkey-Platten verwendet. Auch hier
wurde unter aeroben Bedingungen 24 Stunden bei 38°C bebritet und ausgezahilt.
Um das Vorhandensein anderer Bakterien auszuschlieen, wurde ein Teil der
gewachsenen Kolonien mit der Gram-Farbung angefarbt und die gram-negativ
reagierenden Stabchen auf Standard-I-Agar verimpft, um sie nochmals fur 24
Stunden bei 38°C zu bebriten. Nun wurde eine der gewachsenen Kolonien mittels
Oxidasestabchen auf das Vorhandensein von Oxidase untersucht. Ein Teil der
negativ reagierenden Bakterienkolonien wurde anschlieliend auf Enterotube-II-BBL
verimpft, um ein weiteres Mal fur 24 Stunden bei 38°C bebrutet zu werden. Ein
Grofteil der Reaktionen liefen spontan ab, fur die Indolreaktion musste jedoch nach
der Bebritung noch Kovacs-Reagenz zugegeben werden, fur die Volges-Proskauer-
Reaktion noch VPI (KOH) und VPI2 (alpha-Naphtol). Die positiven Reaktionen
wurden mit einer Zahl bewertet, die Zahlen wurden anschlief3end addiert und fihrten

mit Hilfe der beigefugten Anleitung zur genauen Ildentifizierung des Keims.

Enterococcen

Zur Bestimmung der Enterococcen wurde das CNA-Medium verwendet. Die
Enterococcen wurden 24 Stunden bei 44 °C bebritet und ausgezahlt. Auch hier
wurde die Gram-Farbung angewandt und die gram-positiven Bakterien nochmals auf
Standard-I-Agar 24 Stunden bei 38 °C bebrutet. AnschlieRend wurde auf
Vorhandensein einer Katalase mittels verreiben einer Kolonie in einem Tropfen
3%igen H202 auf einem Objekttrager untersucht. Enterococcen sind Katalase
negativ und dirfen damit bei dieser Untersuchung keine Blasen bilden. Die nun
eindeutig als Enterococcen identifizierten Keime wurden ausgezahlt und
anschlie3end fur das API-20-Strep-System vorbereitet. Dazu wurde eine Kolonie in
300 Mikroliter steriles Wasser suspendiert und damit eine Hammelblutplatte
Uberflutet. Die Bebritung erfolgte 24 Stunden bei 44°C.

Die Kolonien der Platte wurden daraufhin mit einem Tupfer abgenommen, in steriles
Wasser suspendiert und teilweise direkt auf API, teilweise auch erst nach

Ubertragung in ein API-GP-Medium auf das API-System (berimpft. Das so
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behandelte API-System wurde 4 Stunden aerob bebritet. Nach dieser Zeit erfolgte
die 1. Auswertung mittels API-Auswertungsprogramm am Computer. Evtl. war eine

Verlangerung der Bebrutungszeit um 20 Stunden von Noéten.

Lactobacillen/ Leuconostoc

Die Lactobacillen und Leuconostoc wurden mit Hilfe des Rogosa-Agar angezulchtet.
Da es sich bei diesen um mikroaerophile Bakterien handelt, war eine Bebritung im
Anaerobiertopf mit Anaerocult C nétig. Die Bebritungsdauer betrug 72 Stunden bei
38°C. Auch hier wurden die gewachsenen Kolonien ausgezahlt und nach Gram
eingefarbt. Eine weitere Differenzierung erfolgte mittels MRS-Agar, auf den die
Kolonien Ubertragen und 24 Stunden lang anaerob bei 38 °C bebritet wurden. Nun
wurden mit einem Wattetupfer alle Kulturen von der Anzuchtplatte abgenommen und
in 2 Milliliter sterile Aqua dest. Ubertragen. Somit einstand eine dichte Suspension.
Einige Tropfen dieser Suspension wurden in eine Ampulle Suspensionsmedium
Ubertragen, so dass die Trubung McFarland 2 entsprach. Danach wurde die doppelte
Anzahl der oben verwendeten Tropfen in eine Ampulle API-50-CHL Medium
verbracht und damit das API-50-System beimpft. Nach der Beschichtung mit
Paraffindl wurde das System 24 Stunden bei 38°C im Brutschrank gelassen und

dann per Computer ausgewertet.

Clostridien

Zur Untersuchung auf Clostridien wurden RCM-Platten verwendet. Diese wurden 48
Stunden anaerob bei 38°C im Anaerobiertopf mit Hilfe von Anaerocult A bebrutet.
Hier wurde direkt wie oben beschrieben auf Katalase untersucht, um das Wachstum
anderer Keime auszuschlie3en. Clostridien sind katalase-negativ. Die Vorbereitung
fur das API-20A-System fand mittels einer aeroben und anaeroben Bebriutung zweier
Blutplatten statt, die mit den, durch die Bebritung der RCM-Platten gewonnenen
Kolonien beimpft worden waren. Diese 24 stindige Bebrutung ermdglichte es

herauszufinden, ob sich aulRer den gewollten Clostridien auch noch ungewollte
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Bacillen unter den bebriteten Keimen befanden. Clostridien sind obligate
Anaerobier, Bacillen wachsen auch unter aeroben Bedingungen.

Alle, sich auf der anaeroben Platte befindlichen Keime wurden auf das API-20A-
System verimpft, 24 Stunden bebritet und nach Zugabe der vorgeschriebenen

Reagenzien abgelesen und mittels Computerprogramm ausgewertet.

2.2.4.3 pH-Messung

Der pH-Wert wurde mittels pH-Elektrode des pH-Meters 325 (Sen Tix 97T, WTW,
Wien) immer sofort im frischen Kot gemessen. Dazu wurde der Kot vorher mit Aqua
dest. (1:5) gemischt und die Elektrode in das Kot-Wasser-Gemisch gehalten.
2.2.4.4 Bestimmung des L-Lactatgehaltes

Vorbereitung

Ein Teil Kot wurde mit 10 Teilen 0,6 molarer Perchlorsaure versetzt, homogenisiert,
zentrifugiert, der Uberstand abpipettiert und eingefroren.

Prinzip

L-Lactat wird durch NAD (Nicotinamid-adenin-dinucleotid) in Gegenwart von L-LDH
(Lactatdehydrogenase) oxidiert. Dabei entstehen Pyruvat und NADH. Das
Gleichgewicht der Reaktion liegt stark auf der Seite des Lactats.

Nur durch eine Folgereaktion, in der mit Hilfe des Enzyms Glutamat-Pyruvat-

Transaminase (GPT) und L-Glutamat das Pyruvat weiter umgesetzt wird, kann das

Gleichgewicht der Reaktion so verschoben werden, dass alles Lactat bestimmt wird.
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Chemikalien

Boehringer
NAD (S. 459; Nr. 621650)

GPT (S. 445; Nr. 737127)
L-LDH (S. 448; Nr. 127884)

Fluka

L-Glutaminsaure (S.715; Nr. 49450)
Glycyl-Glycin (S. 725; Nr. 50200)
Lithium-L-Lactat (S. 913; Nr. 62556)

Herstellung der Chemikalien

Glycylglycinpufferldsung (pH 10)

4,75 Gramm Glycylglycin und 0,88 Gramm L-Glutaminsaure wurden mit ca. 50
Milliliter bidest. Wasser geldst. Ein pH-Wert von 10 wurde mit Hilfe von Natronlauge
(8 Gramm NaOH mit Wasser zu 100 Milliliter) eingestellt. Die Losung wurde mit
bidest. Wasser auf 60 Milliliter aufgeflllt. Sie war bei 4°C 3 Monate haltbar.

NAD-LGsung

210 Milligramm NAD wurden mit 6 Milliliter bidestilliertem Wasser gelost. Auch diese
Lésung war bei 4°C 4 Wochen haltbar.

GPT

Hier handelte es sich um eine Kristallsuspension, wobei 10 Milligramm in 1 Milliliter
Ammoniumsulfatiésung (Konzentration 3,2 mol/l, 80 U/mg) geldst waren. Die Lésung

war bei 4°C 1 Jahr haltbar.
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L-LDH

10 Milligramm waren in 1 Milliliter Glycerin/Wasser-Mischung (Massenkonzentration
50 g/100 ml, 550 U/ml) geldst. Die Suspension war bei 4°C ein Jahr haltbar.

Geriate

Spektralphotometer Wellenlange 365 nm
MeRkuvetten 1 cm Schichtdicke
Pipetten

Einweghandschuhe

Ruhrspatel

Handschweil® enthalt Milchsaure, deshalb war darauf zu achten, dass
Pipettenspitzen und alles was sonst mit der Probe in Kontakt kam nicht mit den

Fingern bertuhrt wurde, sondern immer mit Handschuhen.

Bestimmungsansatz

Wellenlange: 365 nm

Kilvette: 1 cm Schichtdicke
Temperatur: 25°C
Testvolumen: 1,120 ml

Messung: gegen Luft
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In die Kivetten wurde pipettiert

Leerwert Probe (je doppelt)
Glutamat/Glycinpuffer 0,500 ml 0,500 ml
INAD-Lésung 0,100 ml 0,100 ml
IGPT 0,010 ml 0,010 ml
[Probeldsung - 0,050 ml
bidest. Wasser 0,500 ml 0,450 ml

dann gemischt (Ruhrspatel) und nach ca. 5 min die Extinktion gemessen (E1).

Die Reaktion wurde gestartet durch Zugabe von

L-LDH | 0,010 ml | 0,010 ml

dann gemischt und nach Ablauf der Reaktion (ca.20-30 min) die Extinktionen von Leerwert
und Probe unmittelbar hintereinander gemessen (E2).

Fir Leerwert und Probe wurden die Extinktionsdifferenzen berechnet (E2-E1), und
die Differenz des Leerwerts von der Extinktionsdifferenz der Probe abgezogen.
AE = (E2-E1)probe — (E2-E1)Lcerwert

Berechnung

V* MG
c= * AE [g/1]
A *d*v*1000

V= Testvolumen [ml]

v = Probevolumen [ml]

MG = Molekulargewicht der zu bestimmenden Substanz [g/mol]

d = Schichtdicke [cm]

A = Extinktionskoeffizient von NADH bei 365 nm: 3,4 [I/(mmol*cm)]
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Folglich fir L-Lactat

1,120 *89,1
c= * AE [g L-Lactat/l]
3,4*1*0,050*1000

Da eine Verdinnung vorgenommen worden war, musste das Ergebnis mit dem
Verdunnungsfaktor multipliziert werden. Dieser Betrug hier nach Umrechnung von
Milliliter auf Gramm 11,25, da 1000 Milliliter Kot-Perchlorsauregemisch ein Gewicht
von 1022,73 Gramm hatten.

Bei Analyse der Reinsubstanz waren Ergebnisse von ca. 98 % zu erwarten.

Als Standard haben wir Lithium-L-Lactat (Molmasse 96,0 g/mol) verwendet. Dieses

wurde in Konzentrationen von 0,05; 0,10; 0,15 und 0,30 Gramm Li-L-Lactat/I

angesetzt.

2.2.4.5 Messung des Ammoniakgehaltes

Materialien und Reagenzien

* 14 ml Réhrchen (REF 55.463, Sarstedt, Nurnbrecht)

* rauchende Salzsaure

* NaOH-L6sung (10mol/l)

Gerat

* WTW-Ammoniakelektrode NH 500/2 (Wien)
* pH-Meter 325
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Vorbereitung

Der frische Kot wurde 1:10 mit Aqua tridest. versetzt, homogenisiert und in der oben
genannten Zentrifuge zentrifugiert. 5 Milliliter des Uberstandes wurden mit 0,4

Milliliter 1:4 verdunnter rauchender HCI versetzt und sofort eingefroren.

Messung

Die Messung erfolgte mit der WTW- Ammoniakelektrode und dem pH-Meter 325 in
der aufgetauten, und im Wasserbad auf 25°C temperierten Probe.

Dazu wurde eine Ammonium-Standardlésung (10g/l) in Zehnerschritten bis 1:10 000
verdunnt, jeder der Losungen 2% NaOH-LAsung (10mol/l) zugegeben um eine
Umwandlung des Ammoniumions in Ammoniak zu erreichen, das pH-Meter auf mV
umgestellt und wahrend der Messung geruhrt. Der stabile Wert wurde abgelesen und
mit den Werten eine halblogarithmische Eichkurve erstellt. Die einzelnen Proben
wurden ebenfalls mit 2%NaOH-L6sung versetzt und dann der mV-Wert abgelesen.
Anhand der Kalibriergeraden konnte die Ammoniakkonzentration der Proben ermittelt
werden. AnschlieRend mussten die Werte noch mit dem Verdunnungsfaktor 10

multipliziert werden.

2.2.4.6 TS-Bestimmung

Im Unterschied zu allen anderen Kotuntersuchungen wurde die Kot-Trockensubstanz
aller Welpen woéchentlich bestimmt, sobald die Welpen ausreichend Kot fur diese

Untersuchung absetzten (ab der 2. Woche).

FUr die Untersuchung der Kot-TS wurde der Kot der Welpen wochentlich in
Kotbecher gesammelt, das Kot- und Bechergewicht notiert und der Kot eingefroren.
Zur Bestimmung wurden die Kotbecher fur 36 Stunden in den Heraeus-
Trockenschrank verbracht, im Exsikkator 30 min abgekuhlt und anschlieRend neu

gewogen. Durch Subtraktion des Bechergewichtes vom Auswaagegewicht wurde das
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Gewicht des getrockneten Kotes ermittelt und durch die Einwaage des frischen Kotes
dividiert. Um die Kot-TS in Prozent zu ermitteln, wurde das erhaltene Ergebnis noch

mit 100 multipliziert.

3 Statistische Auswertungen

Die Auswertungen der Daten erfolgte mit Hilfe des Statistikprogramms SAS fur
Windows.

Es wurde eine Varianzanalyse und der LS-means-Test zur Feststellung von
Unterschieden zwischen den einzelnen Versuchsgruppen durchgefihrt. Aulerdem
wurde der T-Test zu Hilfe genommen, um Unterschiede zwischen der Kontrolle und
der Gesamtheit der Lactoferringruppen zu tberprufen.

Das Signifikanzniveau wurde auf p<0,05 festgelegt.

Die Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchung wurden logarithmiert, um die

Signifikanzprufung zu erleichtern.
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D Ergebnisse

1 Gewichtsentwicklung

Tabelle 21: Einteilung der Tiere in die Versuchsgruppen

Kontrolle 5 Tiere, 3 Ruden, 2 Hindinnen
30 ppm 5 Tiere, 2 Ruden, 3 Hundinnen
60 ppm 5 Tiere, 1 Rude, 4 Hundinnen
60 ppm im MAT, 95 ppm im Festfutter 4 Tiere, 1 Rude, 3 Hundinnen
120 ppm 4 Tiere, 2 Ruden, 2 Hindinnen

Wie bereits erwahnt, wurden insgesamt 32 Tiere untersucht, wobei sich in jeder
Versuchsgruppe, mit Ausnahme der LF 60/95 ppm-Gruppe, 8 Welpen befanden.
Aus zeitlichen Granden wurden bis zur Abfassung der Arbeit jedoch nur 23 Welpen,

die in der Tabelle 21 aufgeflhrt sind, ausgewertet.

Der Futterungsversuch dauerte 14 Wochen. In dieser Zeit wurden die Tiere taglich
gewogen und die Gewichtsentwicklung festgehalten.

Bei Versuchsbeginn (Tag 3) wogen die Hunde durchschnittlich 430 Gramm, im Alter
von 14 Wochen hatten sie ein Durchschnittsgewicht von 6668 Gramm.

Im Folgenden wird ein Uberblick (iber die Anfangs- und Endgewichte und die
wochentliche Gewichtsentwicklung der verschiedenen Versuchsgruppen gegeben.
Dabei wurden die Tiere immer am Abend des letzten Tages der jeweiligen

Lebenswoche gewogen.
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Tabelle 22: Durchschnittliche Anfangs- und Endgewichte der Welpen jeder
Gruppe in g (Mittelwert x +Standardabweichung s)

Gruppe Durchschnittliches Durchschnittliches
Anfangsgewicht Tag 3 Endgewicht Tag 98

Kontrolle 378+30%"° 6739+490

LF 30 ppm 428+10°° 67181967

LF 60 ppm 533+24°° 6802+833

LF 60/95 ppm 407+44%°° 63324252

LF 120 ppm 394+41°%°° 6747+792

a: signifikanter Unterschied (p<0,05) zwischen der Kontrollgruppe und der Gesamtheit der
Lactoferringruppen (T-Test) zu dem genannten Zeitpunkt.

b: signifikanter Unterschied (p<0,05) zwischen den Versuchsgruppen (VA) zu dem genannten
Zeitpunkt.

c: signifikante Unterschiede (p<0,05) der markierten Versuchsgruppe zu anderen
markierten Versuchsgruppen zu dem genannten Zeitpunkt (LS-means-Test).

Bereits zu Versuchsbeginn gab es signifikante Gruppenunterschiede. Das mittlere
Tag 3-Gewicht der Kontrolltiere war am niedrigsten, gefolgt von den Gewichten der
LF 120 ppm-Gruppe, die ebenfalls im Schnitt unter 400 Gramm lagen. Am
schwersten waren die Tiere der LF 60 ppm-Gruppe mit Gber 500 Gramm. Die
Standardabweichungen innerhalb einer Gruppe waren bei den Anfangsgewichten
gering.

Am Ende des Versuchs hatte die LF 60/95 ppm-Gruppe mit durchschnittlich 6,3
Kilogramm ein deutlich geringeres Gewicht als die anderen Versuchsgruppen, die

zwischen 6,7 und 6,8 Kilogramm lagen.

66



Ergebnisse

Tabelle 23: Durchschnittsgewichte der Hunde der einzelnen Versuchsgruppen am

Ende jeder Lebenswoche in g/Hund (Mittelwert x +

Standardabweichung s)

Le- Gruppe Durch- Le- Gruppe Durch-
bens- schnitts- Bens- schnitts-
woche gewicht woche gewicht
1 Kontrolle 568+106"° 8 Kontrolle 35561296
LF 30 ppm 703432 LF 30 ppm 35004301
LF 60 ppm 745+80° LF 60 ppm 3600308
LF 60/95 ppm | 592+39"° LF 60/95ppm | 3385+187
LF 120 ppm | 543+103" LF 120 ppm | 3596+698

2 Kontrolle 864+161° 9 Kontrolle 4148+297
LF 30 ppm 100195 LF 30 ppm 40271470
LF 60 ppm 1054116 LF 60 ppm | 42981614
LF 60/95ppm | 935+20° LF 60/95ppm | 3857+133
LF 120 ppm | 879+169° LF 120 ppm | 40504657

3 Kontrolle 1106+228° 10 Kontrolle 45761391
LF 30 ppm 1323171 LF 30 ppm 44021609
LF 60 ppm 1456+156° LF 60 ppm 46851425
LF 60/95ppm | 1191+30° LF 60/95ppm | 41251237
LF 120 ppm 1158+270° LF 120 ppm 45391702

4 Kontrolle 1529+135 11 Kontrolle 5096+454°
LF 30 ppm 16081135 LF 30 ppm 50341793
LF 60 ppm 1822+193° LF 60 ppm 5485+750
LF 60/95ppm | 1525+67° LF 60/95ppm | 4548+149°
LF 120 ppm 1488+237°¢ LF 120 ppm 503441633

5 Kontrolle 20641235 12 Kontrolle 55771458
LF 30 ppm 20471218 LF 30 ppm 56131845
LF 60 ppm 22191236 LF 60 ppm 59041719
LF 60/95ppm | 1941122 LF 60/95ppm | 51711270
LF 120 ppm 19981325 LF 120 ppm 55331760

6 Kontrolle 25391239 13 Kontrolle 62131494
LF 30 ppm 2578+183 LF 30 ppm 6134+810
LF 60 ppm 28271346 LF 60 ppm 63481666
LF 60/95ppm | 2473132 LF 60/95ppm | 5762+254
LF 120 ppm 25294503 LF 120 ppm 6129+810

7 Kontrolle 31331261 14 Kontrolle 6739+490
LF 30 ppm 30561274 LF 30 ppm 67181967
LF 60 ppm 32881356 LF 60 ppm 6802+833
LF 60/95ppm | 2937+126 LF 60/95ppm | 63321252
LF 120 ppm 30071563 LF 120 ppm 67471792

b: signifikanter Unterschied (p<0,05) zwischen den Versuchsgruppen (VA) zu dem genannten

Zeitpunkt.

c: signifikante Unterschiede (p<0,05) der markierten Versuchsgruppe zu anderen markierten
Versuchsgruppen zu dem genannten Zeitpunkt (LS-means-Test).
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Bis zur 4. Lebenswoche waren signifikante Gewichtsunterschiede zwischen den
Gruppen, die ihren Ausgang bereits mit der ungleichen Gewichtsverteilung zu
Beginn des Versuchs genommen hatten, festzustellen. Die Gewichte der
Kontrollgruppe, LF 120 ppm- und LF 60/95 ppm-Gruppen waren bis zu diesem
Zeitpunkt, im Gegensatz zu den anderen Versuchsgruppen, gering. Danach legte
die Kontrollgruppe etwas zu. Ab der 6. Lebenswoche wiesen die Hunde der

LF 60 ppm-Gruppe die hochsten Gewichte auf, die anderen Gruppen waren sich zu
diesem Zeitpunkt sehr ahnlich. Die LF 60/95 ppm-Gruppe lag in der
Gewichtsentwicklung ab Beginn der 8. Lebenswoche hinter den anderen Gruppen
und holte dieses Defizit bis zum Ende des Versuchs auch nicht wieder auf.
Gewichtsunterschiede zu Versuchsende gab es unter den anderen
Versuchsgruppen kaum.

Anfangs war die Standardabweichung der Kontrolle und LF 120 ppm-Gruppe im
Gegensatz zu den anderen Gruppen hoch, spater die der LF 30-, 60-, und LF 120
ppm-Gruppe. Die teilweise unterschiedliche Geschlechtsverteilung in den Gruppen
hatte keinen erkennbaren Einfluss auf die Gewichtsentwicklung, ebenso wenig der

Einsatz von Lactoferrin.

Aus den wochentlichen Gewichtsdifferenzen wurden die mittleren wochentlichen

Zunahmen, die aus der folgenden Tabelle zu entnehmen sind, errechnet.
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Tabelle 24 Durchschnittliche wochentliche Gewichtszunahmen in g je Hund und
Gruppe (Mittelwert x £ Standardabweichung s)
Le- Gruppe durch- Le- Gruppe durch-
bens- schnittliche bens- schnittliche
woche Zunahmen woche Zunahmen
1 Kontrolle 190185 8 Kontrolle 4241145
LF 30 ppm 275195 LF 30 ppm 444462
LF 60 ppm 212194 LF 60 ppm 312+111
LF 60/95 ppm | 185123 LF 60/95ppm | 448185
LF 120 ppm 14871 LF 120 ppm 4901141
2 Kontrolle 296156 9 Kontrolle 591+280
LF 30 ppm 298185 LF 30 ppm 533£179
LF 60 ppm 309163 LF 60 ppm 6981444
LF 60/95ppm | 344+31 LF 60/95ppm | 472157
LF 120 ppm 33771 LF 120 ppm 454175
3 Kontrolle 243185 10 Kontrolle 428+114
LF 30 ppm 321188 LF 30 ppm 3741210
LF 60 ppm 401148 LF 60 ppm 5911232
LF 60/95ppm | 256123 LF 60/95ppm | 410176
LF 120 ppm 279101 LF 120 ppm 488170
4 Kontrolle 423+103 11 Kontrolle 519191
LF 30 ppm 282192 LF 30 ppm 6321227
LF 60 ppm 366140 LF 60 ppm 801520
LF 60/95ppm | 334+41 LF 60/95ppm | 423+156
LF 120 ppm 33070 LF 120 ppm 496+129
5 Kontrolle 534+148 12 Kontrolle 482173
LF 30 ppm 439+116 LF 30 ppm 5791143
LF 60 ppm 397164 LF 60 ppm 4191484
LF 60/95ppm | 416150 LF 60/95ppm | 624+132
LF 120 ppm 510493 LF 120 ppm 499139
6 Kontrolle 475149 13 Kontrolle 6361122
LF 30 ppm 531£113 LF 30 ppm 5211220
LF 60 ppm 6081142 LF 60 ppm 4431141
LF 60/95ppm | 532+45 LF 60/95ppm | 591195
LF 120 ppm 531£180 LF 120 ppm 596189
7 Kontrolle 5941128 14 Kontrolle 526116
LF 30 ppm 478177 LF 30 ppm 584+169
LF 60 ppm 4611169 LF 60 ppm 631+252
LF 60/95ppm | 464+95 LF 60/95ppm | 570139
LF 120 ppm 578196 LF 120 ppm 6181141
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Die Ubersicht (iber die Gewichtszunahmen bekraftigt das, was bereits tiber die

Gewichtsentwicklung der Welpen gesagt wurde. Nahm eine Gruppe in einer Woche

nur gering zu, glich sie das meist im Laufe der nachsten Zeit aus. Die absoluten

Zunahmen lagen anfanglich bei in etwa 200 Gramm und stiegen zu Versuchsende

auf Uber 600 Gramm wdchentlich. Relativ zum aktuellen Kérpergewicht waren diese

jedoch in der 1. Lebenswoche mit ca. 32% am hochsten und in der 14. Woche mit

rund 9% am niedrigsten.

Ab der 8., bis inklusive der 10. Woche, also mit dem Beginn des Absetzens, kam es

vorubergehend zu einem leichten Rickgang der Zunahmen. Die

Standardabweichung stieg mit Beginn der 6. Woche, die Gewichte der Welpen

variierten zunehmend.

2

Futteraufnahme

Die Futterung erfolgte nach den ersten beiden Lebenswochen rationiert und der

individuellen Gewichtsentwicklung des Tieres angepasst.

Die Tabelle 25 gibt Gber die durchschnittlich pro Woche aufgenommenen

Futtermengen der Welpen verschiedener Gruppen Aufschluss.

Tabelle 25: Wadchentliche durchschnittliche Futteraufnahme in g je Gruppe und Tier

(Mittelwert x + Standardabweichung s)

Woche | Kontrolle |LF30ppm |LF 60 ppm |LF 60/95 ppm |LF 120 ppm
1 445+135 583+51 589+206 507+25 413+121

2 9461293 1044477 1029+141 972+68 10734302
3 9781294 | 1150+262° | 1445+253° | 1006+60°° 995+184°°
4 1482+101%° | 1231+183%° | 1401+269% | 1234+130° 1377+1592
5 1391158 1329458 12094284 1129497 14124159
6 1325+179° | 1129+161°° | 1209+116° | 1291+143° 1395+180°°
7 1275+117° | 1056+150° | 1188+115 12604211 1344+190°
8 11641145 | 1222+271 1200+227 1319+184 1280+239

9 1097+152 | 1146480 1236122 1127457 12344152
10 11694181 | 11701141 1260+0° 963+168° 1235+185°
11 1316+86°° | 1172+120°° | 1252+18"° 1096+50° 1309+160°°
12 1397+69%°° | 1542430 | 1575+0%° 1520+02"° 1344+60%°°
13 1506+115°° | 1638+58"° 15750 1680+0° 1470+124"°
14 1854+49%°° | 1770+£14°° | 1785+0%°° 1760+0%° 178616°°
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a: signifikanter Unterschied (p<0,05) zwischen der Kontrollgruppe und der Gesamtheit der
Lactoferringruppen (T-Test) zu dem genannten Zeitpunkt.

b: signifikanter Unterschied (p<0,05) zwischen den Versuchsgruppen (VA) zu dem genannten
Zeitpunkt.

c: signifikante Unterschiede (p<0,05) der markierten Versuchsgruppe zu anderen markierten
Versuchsgruppen zu dem genannten Zeitpunkt (LS-means-Test).

Die Futteraufnahmen bewegten sich im Bereich von anfangs etwa 450 Gramm
wochentlich bis 1800 Gramm in der 14. Woche. Auf das Kérpergewicht bezogen
nahmen die Welpen somit in der ersten Woche insgesamt 81% ihres
Korpergewichts zu Wochenende auf, in der letzten Versuchswoche 27%.
Auffallend ist, dass die Gruppen zwar jede Woche unterschiedliche Mengen Futter
verzehrten, die sich haufig signifikant unterschieden, die Gesamtmenge des
durchschnittlich pro Hund aufgenommenen Futters jedoch ahnlich war (zwischen
16807 und 17953 Gramm). Damit verhielt sich die Futteraufnahme Uber den
gesamten Zeitraum betrachtet relativ ausgeglichen. Die geringste Futteraufnahme
war, wie in Hinblick auf die Gewichtsentwicklung zu erwarten, in der LF 60/95 ppm-
Gruppe zu verzeichnen, die hoéchste in der LF 60 ppm-Gruppe. Zwischen der
Kontrollgruppe und den Lactoferringruppen bestand —auf den gesamten Versuch
bezogen- kein signifikanter Unterschied.

Die in den letzten 3 Versuchswochen praktizierte Einzelfltterung der LF 60/95 ppm-

Gruppe und der LF 60 ppm-Gruppe fuhrte zu einer Standardabweichungen von 0%.
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3 Futterverwertung

Die Futterverwertung der Gruppen wurde als Quotient aus der Futteraufnahme und
der Gewichtszunahme errechnet, und wird in den beiden folgenden Tabellen

dargestellt.

Tabelle 26: Wochentliche durchschnittliche Futterverwertung der verschiedenen
Gruppen

Woche Kontrolle | LF 30 ppm LF 60 ppm | LF 60/95 ppm | LF 120 ppm

1 2,51 2,28 2,75 2,78 3,04
2 3,15 3,84 3,38 2,84 3,22
3 4,09 3,63 3,59 3,95 3,70
4 3,62 4,50 3,80 3,72 4,25
5 2,76 3,18 3,50 2,96 2,80
6 2,79 2,24 2,07 2,43 2,75
7 2,20 2,24 3,01 2,73 2,35
8 3,21 2,75 4,36 2,97 2,69
9 2,03 2,32 2,63 2,42 3,11
10 2,82 3,83 2,42 2,64 2,56
11 2,59 2,03 2,51 2,92 2,74
12 2,96 2,78 2,90 2,51 2,81
13 2,42 3,71 3,83 2,90 2,50
14 3,53 3,22 3,19 3,10 3,01

Tabelle 27: Mittlere Futterverwertung der einzelnen Gruppen im Gesamtversuch

(Mittelwert x + Standardabweichung s)

Kontrolle LF 30 ppm LF 60ppm LF 60/95 ppm LF 120 ppm

2,90+0,54 3,03+0,81 3,03%1,19 2,92+0,42 2,97+0,59

Die Futterverwertung war in der Periode der reinen Milchaustauscheraufnahme mit
im Schnitt 3,4 deutlich schlechter als zum Zeitpunkt der Trockenfutterung (2,8). Die
Lactoferringruppen hatten mit durchschnittlich 2,99 gegeniber der Kontrollgruppe
mit 2,90 eine etwas, jedoch nicht signifikant schlechtere Futterverwertung. Diese war
dennoch nicht nur im Schnitt, sondern wahrend des gesamten Versuchs schlechter.

Die mittlere Futterverwertung aller Versuchsgruppen im Gesamtversuch war 2,97.
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4 Kotparameter

Alle unten angegebenen Kotparameter wurden, mit Ausnahme der
Trockensubstanz, die wochentlich bestimmt wurde, zu den folgenden Zeitpunkten

untersucht.

1) Tag 3 bis 8
2
3
4) Woche 14 (zu Versuchsende)

Woche 4 (vor der Beifutterung)

Woche 8 (vor dem Absetzen)

)
)
)
)

4.1 Mikrobiologische Untersuchung des Kotes

Zu den 4 verschiedenen Entnahmezeitpunkten wurde der Kot mikrobiologisch
qualitativ und quantitativ auf die Gesamtkeimzahl, Escherichiae, Enterococcen,
Clostridien und Lactobacillen/Leuconostoc untersucht.

Dabei wurden die folgenden Keime gefunden.

Escherichiae: Escherichia coli, Escherichia fergusonii

Enterococcen: Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis, Enterococcus
gallinarium, Streptococcus bovis, Enterococcus hermanii,
Enterococcus durans

Clostridien: Clostridium perfringens, Clostridium butyricum

Milchsaurebildner: Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus fermentum,
Lactobacillus buchneri, Leuconostoc lactis

Sonstige: Citrobacter freundii, Klebsiella oxytoca, Klebsiella ozaenae,

Pantoea agglomerans, Providenca alcalifaciens
Ausschlaggebend waren in erster Linie die unten aufgefuhrten Keime.

Bei der Signifikanzprufung wurden die Werte logarithmiert, um diese zu erleichtern.
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411 Aerobe Gesamtkeimzahlen

Die aeroben Bakterienzahlen, die sich in einem Gramm Kot der Tiere im

Gruppenmittel befanden, wurden in der folgenden Tabelle wiedergegeben.

Tabelle 28: Durchschnittliche aerobe Gesamtkeimzahlen je Welpe und Gruppe in
KbE (Mrd.) (Mittelwert x £ Standardabweichung s) in einem g Kot an

den 4 Probeentnahmezeitpunkten

Gruppe Tag 3 bis 8 Woche 4 Woche 8 Woche 14

Kontrolle 4,60+2,02 2,63+2,09 0,56%0,75 4,45+1,44%°°
LF 30 ppm 8,46+10,76° 1,41+0,88 3,42+3,93 2,72+2 48°°
LF 60 ppm 17,55+9,97 1,8412,50 2,26%4,33 0,08+0,08°>°
LF 60/95 ppm | 5,44+3,22° 0,98+1,49 0,69+0,63 3,24+1,97°>°
LF 120 ppm 3,46+2,88° 1,67+2,08 0,72+0,86 1,1841,27°>°

a: signifikanter Unterschied (p<0,05) zwischen der Kontrollgruppe und der Gesamtheit der
Lactoferringruppen (T-Test) zu dem genannten Zeitpunkt.

b: signifikanter Unterschied (p<0,05) zwischen den Versuchsgruppen (VA) zu dem genannten
Zeitpunkt.

c: signifikante Unterschiede (p<0,05) der markierten Versuchsgruppe zu anderen markierten
Versuchsgruppen zu dem genannten Zeitpunkt (LS-means-Test).

Die Anzahl der KbE im Kot variierte von Entnahmezeitpunkt zu Entnahmezeitpunkt
stark. Die Kontrollgruppe hatte bei der 2. und 4. Entnahme die hochsten
Keimzahlen, bei der 1. Entnahme war in dieser Hinsicht die LF 60 ppm-Gruppe
fuhrend. Im Gesamtversuch wies die LF 120 ppm-Gruppe mit durchschnittlich

1,76 Mrd. Keimen die geringsten Keimzahlen auf, die LF 60 ppm-Gruppe mit 5,43
Mrd., aufgrund der sehr hohen Konzentrationen bei der 1. Entnahme, die hochsten.
In den Prebiotikumsgruppen wurde die Keimzahl von der 1. zur 2. oder 3. Entnahme
starker als in der Kontrollgruppe reduziert. Auch der in der Kontrollgruppe
stattfindende Wiederanstieg der Keimzahlen von der 12. zur 14. Woche war in den
Lactoferringruppen nur in abgeschwachter Form vorhanden. Die bei der 4.
Entnahme im Vergleich der Kontroll- mit den Prebiotikumsgruppen gemessenen
Differenzen wurden nach Logarithmierung als statistisch signifikant (VA, T-Test)
eingestuft. Hohere Lactoferrindosierungen reduzierten die Keimzahl hier starker als

niedrigere.
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41.2 E.coli

4.1.2.1 Absolute Zahlen

Tabelle 29: Durchschnittliche Anzahl der E. coli-Bakterien (Mio.) (Mittelwert x £
Standardabweichung s) je Welpe und Gruppe in einem g Kot an den
4 Probeentnahmezeitpunkten
Gruppe Tag 3 bis 8 Woche 4 Woche 8 Woche 14
Kontrolle 3123,3+2717,1 | 1348,241364,8 | 50,1+67,1 192,31249,3
LF 30 ppm 670,0£712,2° | 756,3+888,1 17,6125,6 249,2+349 4
LF 60 ppm 5120,0+9837,1 | 1175,4£1873,7 | 100,4+91,1 20,6134 ,1
LF 60/95 ppm | 1370,0+488,1° | 517,5£792,1 131,4+£259,1 450,1+833,7
LF 120 ppm 1365,0+£975,7 | 892,3£1310,0 24,0+27,2 32,1£17,4

c: signifikante Unterschiede (p<0,05) der markierten Versuchsgruppe zu anderen markierten
Versuchsgruppen zu dem genannten Zeitpunkt (LS-means-Test).

Die durchschnittliche Anzahl der E. coli-Keime im Kot verschiedener Gruppen
variierte, wie aus der Tabelle 29 ersichtlich, stark, jedoch nicht vergleichbar mit den
Unterschieden zwischen den einzelnen Versuchstieren. Die Standardabweichung
Uberstieg in einigen Fallen sogar den Mittelwert. Die LF 60-ppm-Gruppe, gefolgt von
der Kontrolle besalRen mit durchschnittlich 1,6 und 1,2 Mrd. die héchsten E. coli-
Keimzahlen im Kot, die anderen Gruppen lagen im Bereich einer halben Milliarde
und damit deutlich darunter. Die Unterschiede zwischen den Gruppen waren jedoch
statistisch nicht signifikant.

Ahnlich wie bei den Gesamtkeimzahlen fielen in allen Versuchsgruppen die Anzahl
der E. coli-Bakterien von der ersten (erste Lebenswoche, im Mittel 2,9 Mrd.) zur 3.
Entnahme (vor dem Absetzen, durchschnittlich 64,7 Mio.) ab, um danach mit
Ausnahme der LF 60 ppm-Gruppe bis zum Ende des Versuches anzusteigen. Die

Ausgangskeimzahlen wurden auch hier nicht mehr erreicht.
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4.1.2.2 Prozentanteil der E. coli an der Gesamtkeimzahl

Tabelle 30: Durchschnittlicher Prozentanteil der E. coli an der Gesamtkeimzahl
(Mittelwert x £ Standardabweichung s) je Welpe und Gruppe zu den
4 Probeentnahmezeitpunkten
Gruppe Tag 3 bis 8 Woche 4 Woche 8 Woche 14
Kontrolle 58,73+37,17 47,06+£32,82 8,78+14,14 4,46+6,14
LF 30 ppm 18,76+24,30 58,06+41,58 1,17+1,54 9,65+10,97
LF 60 ppm 36,12+24 31 51,08+15,00 26,591+23,76 33,124+37,32
LF 60/95 ppm | 29,08+9,09 54,65+20,78 2,6712 41 13,85+26,17
LF 120 ppm 46,00+18,81 47,63+29,12 3,7915,89 5,02+3,10

Die Tabelle zeigt, dass der Anteil der E. coli an den aeroben Gesamtkeimzahlen
anfanglich in etwa zwischen 20 und 60% lag, und sich spater auf 1 bis 33% sehr
stark reduzierte. Dabei waren auch hier bei der LF 60 ppm-Gruppe (36,7%), im
Gegensatz zu den anderen Lactoferringruppen (im Mittel 24,2%), durchschnittlich
sehr hohe Werte zu verzeichnen, so dass diese Gruppe, insbesondere bei der 1.
Entnahme, nicht nur hohe aerobe Keimzahlen im Kot hatte, sondern sich darunter
auch ein grol3er Prozentanteil E. coli befand.

Die Kontrollgruppe wies zwar absolut sehr hohe E. coli-Zahlen auf, relativ waren
diese mit im Schnitt 29,8% jedoch um nur 4 Prozentpunkte hdher als die der LF
60/95-, oder LF 120 ppm-Gruppe. Wie bereits erwahnt waren die Unterschiede
zwischen den Versuchsgruppen aufgrund der hohen Differenzen zwischen den

Einzeltieren statistisch nicht relevant.

41.3 Enterococcen

Bei der Differenzierung der Enterococcen wurden Enterococcus faecium, E. faecalis,
E. gallinarium, E. durans und Streptococcus bovis gefunden, wobei S. bovis, E.
faecium und E. faecalis haufig vorkamen. E. gallinarium war selten und
ausschlieflich bei der ersten Enthnahme der Kontrolle, LF 30- und 120 ppm-Gruppe

vorhanden, E. durans nur in Ausnahmefallen, weshalb diese beiden Bakterien nicht
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in der Tabelle 32 aufgefiihrt sind. Die Tabellen geben eine Ubersicht tiber die

mittlere Anzahl der Enterococcen und deren Spezies je Welpe und Versuchsgruppe.

Tabelle 31: Durchschnittliche Anzahl Enterococcen in einem g Kot (Mio.)

(Mittelwert x + Standardabweichung s) je Welpe und Versuchsgruppe
Gruppe Tag 3 bis 8 Woche 4 Woche 8 Woche 14
Kontrolle 292,0+402,8 178,4+175,2 125,0£70,0° 1036,2+1012,9*°
LF 30 ppm 2906,2+5874,1 | 331,7+£520,5 240,2+244.8 168,0+210,6°
LF 60 ppm 2462,0+3488,1° | 130,0+116,1 51,0£100,2° 36,5+70,8°
LF 60/95 ppm | 312,3+520,2° 48,9+55,2 370,3+316,0° 68,3+134,5%
LF 120 ppm 320,3+369,4 51,8+68,0 131,0£128,2 479,5£683,5%

a: signifikanter Unterschied (p<0,05) zwischen der Kontrollgruppe und der Gesamtheit der
Lactoferringruppen (T-Test) zu dem genannten Zeitpunkt.
c: signifikante Unterschiede (p<0,05) der markierten Versuchsgruppe zu anderen markierten
Versuchsgruppen zu dem genannten Zeitpunkt (LS-means-Test).

Tabelle 32: Durchschnittliche Menge der aufgeflihrten Enterococcenspezies je
Versuchsgruppe und Tier in einem g Kot in Mio. zu den 4
Entnahmezeitpunkten

Gruppe Keim Tag 3 bis 8 | Woche 4 Woche 8 Woche 14

Kontrolle E. faecium 20,00 70,00 9,00 0
E. faecalis 28,00 16,00 0 6,00
S. bovis 198,00 92,40 116,00 550,20

P e —

LF 30 ppm | E. faecium 32,20 3,40 0 0
E. faecalis 680,00 19,68 0 18,00
S. bovis 1394,00 306,80 240,18 118,00

P e —

LF 60 ppm E. faecium 44,00 8,00 3,00 0,50
E. faecalis 960,00 98,76 0 1,60
S. bovis 1458,00 32,20 47,96 32,00

P ———§—§—R—R—§—§—§—$—$—R§#—#—$—$—$—$—R—R$—$—“—“—m“mMm$—{yuy

LF60/95ppm | E. faecium 22,25 6,26 0 0,8
E. faecalis 272,50 20,68 0 0
S. bovis 17,50 22,00 362,83 65,00

P —

LF 120 ppm | E faecium 15,75 5,25 0 0
E. faecalis 0 31,50 0 0
S. bovis 272,00 15,00 38,50 479,50

Ein signifikanter antimikrobieller Einfluss durch die Gabe von Lactoferrin war hier nur

bei der 4. Entnahme nach Logarithmierung im T-Test erkennbar. Bereits bei der 2.

77




Ergebnisse

Entnahme waren jedoch die Enterococcen der Prebiotikumsgruppen im Vergleich
zur 1. Entnahme viel starker reduziert, als die der Kontrolle. Am starksten (auf ein
Achzehntel der Ausgangsmenge) sank die Anzahl der Enterococcen in der LF 30
ppm-Gruppe, am schwachsten in der Kontrollgruppe.

In allen Versuchsgruppen waren diese Keime bei der 1. Entnahme sehr viel starker
vorhanden als bei der 2. Die Zahlen stiegen bis zum Versuchsende meist wieder an.
Die LF 30- und 60 ppm-Gruppen besalden anfangs fast das Zehnfache des
Enterococcengehaltes der anderen Gruppen, glichen sich jedoch rasch an. Auch im
Gesamtversuch hatten diese beiden Gruppen mit durchschnittlich 911,5 und 668,9
Mio. die hochsten Enterococcengehalte, die niedrigsten waren mit 200,0 und 245,7
Mio. in den LF 60/95- und LF 120 ppm-Gruppen zu finden. Die Kontrollgruppe lag
mit durchschnittlich 407,9 Mio. Enterococcen im Mittelfeld.

Die E. faecium-Gehalte waren, mit Ausnahme der Kontrollgruppe, bei der sie von
der 1. zur 2. Entnahme anstiegen, standig im sinken begriffen und meist bereits mit
dem Beginn der reinen Trockenfutterverabreichung nicht mehr nachweisbar. Ganz
ahnlich verhielt es sich mit E. faecalis, der in den LF 30- und 60 ppm-Gruppen stark
vertreten war. Er wies anfangs deutlich hohere Gehalte als E. faecium auf, war
jedoch in allen Gruppen mit Ausnahme der Kontrollgruppe bereits ab der 3.
Entnahme nicht mehr vorhanden.

S. bovis hatte mit Ausnahme der LF 60/95 ppm-Gruppe immer die hochsten Gehalte
und war bis zum Versuchsende in allen Proben zu finden. In den Gruppen, in denen
er anfangs stark vertreten war (LF 30- und 60 ppm-Gruppen) fiel er im

Versuchsverlauf ab, in den anderen stieg er zu Versuchsende an.

41.4 C. perfringens

Wie aus Tabelle 33 hervorgeht, wurden Clostridien nur unregelmafig im Kot
nachgewiesen, womit keine signifikanten Ergebnisse erzielt werden konnten. Bei der
1. Entnahme waren Clostridien im Kot fast aller Hunde, mit Ausnahme der Welpen
der LF 60 ppm-Gruppe vorhanden, danach in allen Versuchsgruppen stark dezimiert
und teilweise nicht mehr nachweisbar. Die LF 30 ppm-Gruppe hatte mit 1,3 Mrd. bei
der 1. Entnahme die mit Abstand hochste Anzahl Clostridien im Kot. Bei der 2. und

3. Entnahme war die Kontrollgruppe flihrend.
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Tabelle 33: Durchschnittliche Anzahl der C. perfringens je Gruppe und Hund in
einem g Kot (Mio.) zu den 4 Entnahmezeitpunkten

Gruppe Tag 3 bis 8 Woche 4 Woche 8 Woche 14

Kontrolle 403,30 73,00 4,00 0

LF 30 ppm 1300,00 14,00 0,02

LF 60 ppm 0 0 3,60 0

LF 60/95 ppm | 100,00 0 5,00

LF 120 ppm 102,50 1,50 0

4.1.5 Lactobacillen/Leuconostoc

Bei der Differenzierung der in den Faeces gefundenen Lactobacillen/Leuconostoc

wurden in erster Linie die in Tabelle 34 aufgeflhrten L. acidophilus, L. fermentum,

Leukonostoc lactis und vereinzelt auch L. buchneri gefunden.

Tabelle 34: Durchschnittliche Anzahl Lactobacillen/Leuconostoc in einem g Kot
(Mio.) (Mittelwert x + Standardabweichung s) je Hund und
Versuchsgruppe

Gruppe Tag 3 bis 8 Woche 4 Woche 8 Woche 14

Kontrolle 60,33+95,0™ 40,52+47,4° | 65,00+142,6 404,60+456,4°

LF 30 ppm 3672,00+2608,0° |4,91+10,7 151,62+192,7 | 234,50+324,5°

LF 60 ppm 2991,55+4731,4°° | 9,94+9 4° 666,05+1472,5° | 7,08+8,8°

LF 60/95 ppm | 2355,00+2912,1°° | 0,88+1,6° 91,18+161,4 1001,5+993,7¢

LF 120 ppm 13,40+20,6"° 19,77+29,6 47,84+87,6° 829,00+788,6°

b: signifikanter Unterschied (p<0,05) zwischen den Versuchsgruppen (VA) zu dem genannten

Zeitpunkt.

c: signifikante Unterschiede (p<0,05) der markierten Versuchsgruppe zu anderen markierten
Versuchsgruppen zu dem genannten Zeitpunkt (LS-means-Test).

Die aus Tabelle 34 als Standardabweichung hervorgehenden Differenzen zwischen

den Einzeltieren waren grof3.

Die Lactoferringruppen wiesen bei der 3. und 4. Entnahme im Mittel hdhere

Konzentrationen an Lactobacillen als die Kontrollgruppe auf, wobei diese

Tendenzen nur bei einzelnen Gruppen (LS-means-Test) als signifikant eingestuft

werden konnten.
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Die Kontrolle- und LF 120 ppm-Gruppe hatten bei der 1. Entnahme im Vergleich zu

den anderen Gruppen auffallend geringe Lactobacillenwerte, die sich anschlielend

nicht so stark wie die der anderen Gruppen veranderten. Insgesamt hatten diese

beiden Gruppen mit durchschnittlich 142,6 und 227,5 Mio. die geringsten

Keimzahlen, die LF 30 ppm-Gruppe aufgrund der sehr hohen Ausgangskeimzahlen

mit mehr als einer Milliarde, die hochsten.

Gemeinsam hatten die Gruppen das bereits mehrfach erwahnte, und auch hier mit

Ausnahme der LF 120 ppm-Gruppe bei allen Versuchsgruppen zutreffende

Absinken der Lactobacillenzahlen von der 1. zur 2. Entnahme, sowie den, auf die

Halfte bis ein Drittel des Ausgangsniveaus folgenden Wiederanstieg.

Tabelle 35: Durchschnittliche Menge der aufgefuhrten milchsaurebildenden
Keime je Versuchsgruppe und Tier in einem g Kot in Mio. zu den 4
Entnahmezeitpunkten
Gruppe Keim Tag 3 bis 8 | Woche 4 Woche 8 Woche 14
Kontrolle L.acidophilus | 58,33 30,52 1,00 330,00
L.fermentum | 2,00 10,00 0 0
L.buchneri 0 0 0 0
L.lactis 0 0 64,00 74,60
I —
LF 30 ppm L.acidophilus | 472,00 0,06 12,02 34,50
L.fermentum | 600,00 0 0 162,00
L.buchneri 240,00 0 0 0
L.lactis 2360,0 6,06 139,60 38,00
I —
LF 60 ppm L.acidophilus | 2254,09 0,54 0,01 0,40
L.fermentum |0 2,40 0 0
L.buchneri 375,00 0 0 0
L.lactis 737,46 7,00 666,04 6,68
P —
LF60/95ppm | L.acidophilus | 1055,00 0,88 83,18 745,00
L.fermentum | 925,00 0 0 0
L.buchneri 375,00 0 0 0
L.lactis 0 0 7,76 130,00
e —
LF 120 ppm | L.acidophilus | 6,15 17,29 3,04 22,78
L.fermentum | 7,25 2,48 0,02 0,35
L.buchneri 0 0 0 0
L.lactis 0 0 44,78 805,88

Was die einzelnen Lactobacillenarten betrifft, so war L. acidophilus bei allen

Gruppen und jeder Entnahme stets nachweisbar, und damit die in diesem
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Experiment vorherrschende Lactobacillenspezies. Auch er nahm parallel zu den
Gesamtlactobacillen im Versuchsablauf erst ab und zum Ende des Versuchs wieder
zu. Stark vertreten war er insbesondere in den LF 30-, LF 60/95-, und LF 60 ppm-
Gruppen. L. buchneri und L. fermentum kamen beide eher selten vor, L. fermentum
haufiger als L. buchneri, jedoch beide meist zu Versuchsanfang.

Leuconostoc lactis war bei der Kontrollgruppe, LF 60/95- und 120 ppm-Gruppe eher
zu Versuchsende, bei der LF 30- und LF 60-ppm-Gruppe uUber den gesamten
Versuch im Kot nachweisbar. Mit Gber 2 Mrd. Keimen bei der 1. Entnahme war er in

der LF 30 ppm-Gruppe am starksten vorhanden.

4.2 Lactat

Der Lactatgehalt des Kotes wurde enzymatisch bestimmt. Einen Uberblick tber die

ermittelten Werte gibt die folgende Tabelle.

Tabelle 36: Durchschnittliche Lactat-Werte (Mittelwert x £ Standardabweichung s)

der einzelnen Gruppen an den 4 Probeentnahmezeitpunkten in mg/kg

Kot
Gruppe Tag 3 bis 8 Woche 4 Woche 8 Woche 14
Kontrolle 131,4+33,9%°° 438,5+342,2° 1343,5+1752,9 | 77,3+46,2%°°
LF 30 ppm 2036,1+1161,0%*° | 760,3+971,6 176,9+219,6 55,2+44,92°°
LF 60 ppm 814,7+973,12% 1184,9+957,5° | 504,5+788,6 40,0+£10,2%°°
LF60/95ppm 2484 ,6+2206,5%°° | 246,6+1190,0 222.9+219,6 610,4+445,6%°°
LF 120 ppm 1319,1+154,3%° 1888,8+1772,0° | 1044,5+537,8 933,3 +744,9%°

a: signifikanter Unterschied (p<0,05) zwischen der Kontrollgruppe und der Gesamtheit der
Lactoferringruppen (T-Test) zu dem genannten Zeitpunkt.
b: signifikanter Unterschied (p<0,05) zwischen den Versuchsgruppen (VA) zu dem genannten

Zeitpunkt.

c: signifikante Unterschiede (p<0,05) der markierten Versuchsgruppe zu anderen markierten
Versuchsgruppen zu dem genannten Zeitpunkt (LS-means-Test).

Die Tabelle verdeutlicht die grof3e Streuung, sowie die starke Variation der Werte.
Die Kontrollgruppe wies im Gegensatz zu den Lactoferringruppen bei der

1. Entnahme signifikant geringe Lactatgehalte (T-Test, VA) im Kot auf. Fast das 20-
fache dieser Konzentration befand sich in den Faeces der LF 60/95- und der LF 30
ppm-Gruppe, das 6- bis 10-fache in denen der LF 60- und LF 120 ppm-Gruppe. Bis
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zur 2. Entnahme fielen die Konzentrationen der LF 30-, und LF 60/95 ppm-Gruppen
im Gegensatz zu den anderen Gruppen, in denen sie anstiegen, ab. Trotz
vorubergehendem Anstieg sanken alle Lactatwerte zum Ende des Versuchs mehr
oder weniger stark. Die Unterschiede der Kontrollgruppe zu der LF 60/95 ppm- und
der LF 120 ppm-Gruppe waren bei der 4. Entnahme signifikant (T-Test, VA). Als
einzige Gruppe behielt die LF 120 ppm-Gruppe Uber den ganzen Zeitraum hohe
Lactatwerte, die Kontrolle hatte v.a. bei der 3. Enthahme sehr hohe Werte. Im
Versuchsmittel wies die Kontrollgruppe mit 497,7 mg/kg die geringsten
Lactatmengen auf, gefolgt von der LF 30 ppm-Gruppe, der LF 60 ppm- und der LF
60/95 ppm-Gruppe. Die LF 120 ppm-Gruppe hatte mit 1296,4 mg/kg die hdochsten

Lactatkonzentrationen im Kot.

4.3 Ammoniak

Die mit der Ammoniakelektrode gemessenen und umgerechneten Ergebnisse

werden in Tabelle 37 dargestellt.

Tabelle 37: Durchschnittliche Ammoniak-Werte (Mittelwert x +
Standardabweichung s) der einzelnen Gruppen an den 4
Probeentnahmezeitpunkten in mg/kg Kot

Gruppe Tag 3 bis 8 Woche 4 Woche 8 Woche 14

Kontrolle 99,0+41,4°™ | 288,0+295,8 |300,0+37,4°™ | 218,0+63,4%*°

LF 30 ppm 335,0+336,2%*° | 93,4+19,2 89,435 ,4°>° 69,4+21,6°>°

LF 60 ppm 121,0455,1% | 110,0153,4 106,0+49,3%° | 74,0+11,4°°

LF 60/95 ppm | 287,5¢123,2° | 172,0+66,8 215,0£79,4**° | 55,8+25,1°°

LF 120 ppm 130,0+612,4% | 170,0+200,8 175,0+73,7%° 156,2+52,5%°

a: signifikanter Unterschied (p<0,05) zwischen der Kontrollgruppe und der Gesamtheit der

Lactoferringruppen (T-Test) zu dem genannten Zeitpunkt.

b: signifikanter Unterschied (p<0,05) zwischen den Versuchsgruppen (VA) zu dem genannten

Zeitpunkt.

c: signifikante Unterschiede (p<0,05) der markierten Versuchsgruppe zu anderen markierten
Versuchsgruppen zu dem genannten Zeitpunkt (LS-means-Test).

Wahrend die Faeces der Kontrollwelpen bei der 1. Entnahme noch signifikant

geringe Werte aufwiesen, waren bei ihnen ab der 2. bis zur 4.Entnahme die

hdchsten Ammoniakkonzentrationen zu finden. Im Gegensatz dazu sanken bei der

82




Ergebnisse

LF 30 ppm- und LF 60/95 ppm-Gruppe die anfangs hohen Ammoniakgehalte bis zur
2. Entnahme ab. Signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen bzw.
zwischen der Kontrollgruppe und den Lactoferringruppen gab bei der 3. und 4.
Entnahme (VA, T-Test). Bei den Lactoferringruppen waren die
Ammoniakkonzentrationen der 2., 3. und 4. Entnahme deutlich geringer als die der
Kontrollgruppe. Der Gehalt der LF 60/95 ppm-Gruppe war zu Versuchsende mit 55,8
mg/kg im Vergleich zu allen anderen Gruppen am geringsten; die nach der
Kontrollgruppe zweithochste Ammoniakkonzentration war in der LF 120 ppm-
Gruppe zu finden.

Betrachtet man den Gesamtversuch, so hatte die Kontrollgruppe die héchsten
Konzentrationen im Kot (durchschnittlich 226,3 mg/kg), die LF 60 ppm- Gruppe die
geringsten (102,8 mg/kg). Auch hier waren die Standardabweichungen und damit

die Unterschiede zwischen den Einzeltieren hoch.

4.4 pH des Kotes

Die folgenden Tabellen geben eine Ubersicht tiber die Messergebnisse des pH-

Meters.

Tabelle 38: Durchschnittliche pH-Werte (Mittelwert x £ Standardabweichung s)

der einzelnen Gruppen an den 4 Probeentnahmezeitpunkten

Gruppe Tag 3 bis 8 Woche 4 Woche 8 Woche 14
Kontrolle 6,05+0,25 5,88+0,17*° 5,99+0,26 6,71+0,52
LF 30 ppm 6,29+0,31 6,20+0,29%° 6,0710,23 6,70+0,48
LF 60 ppm 5,96+0,55 6,560,50%° 6,34+0,50 6,20+0,27
LF 60/95 ppm | 6,28+0,50 6,07+0,52%>° 6,10+0,14 6,98+0,99
LF 120 ppm 6,40+0,70 5,750,24%° 6,43+0,38 6,39+0,79

a: signifikanter Unterschied (p<0,05) zwischen der Kontrollgruppe und der Gesamtheit der
Lactoferringruppen (T-Test) zu dem genannten Zeitpunkt.

b: signifikanter Unterschied (p<0,05) zwischen den Versuchsgruppen (VA) zu dem genannten
Zeitpunkt.

c: signifikante Unterschiede (p<0,05) der markierten Versuchsgruppe zu anderen markierten
Versuchsgruppen zu dem genannten Zeitpunkt (LS-means-Test).

Signifikante Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe und den Lactoferringruppen
(mit Ausnahme der LF 120 ppm-Gruppe) traten ausschliel3lich bei der 2. Entnahme

auf. Hier wies die Kontrolle einen um 0,27 geringeren pH als die
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Prebiotikumsgruppen auf. Im Gesamtversuch hatte erstere einen mittleren pH von
6,16, die Lactoferringruppen im Schnitt 6,29.

Die durchschnittlichen pH-Werte aller Lactoferringruppen schwankten zwischen 6,24
und 6,36, wobei die Werte der letzten Entnahme deutlich Gber dem Durchschnitt
angesiedelt waren. Die LF 60/95 ppm-Gruppe hatte dabei den héchsten, die LF 120
ppm-Gruppe unter den Lactoferringruppen den niedrigsten durchschnittlichen
pH-Wert. Die Werte fielen mit Ausnahme der LF 60 ppm-Gruppe in allen
Versuchsgruppen nach der ersten Entnahme, um zu einem spateren Zeitpunkt

wieder anzusteigen.

4.5 Trockensubstanzgehalt des Kotes

Tabelle 39 gibt eine Ubersicht tiber die, ab der 2. Lebenswoche wéchentlich

bestimmten Trockensubstanzgehalte des Kotes.

Tabelle 39: Durchschnittliche TS-Werte (%) der einzelnen Gruppen zu allen

Probeentnahmezeitpunkten

Lebens- | Gruppe TS-Gehalt Lebens- | Gruppe TS-Gehalt
woche des Kotes woche des Kotes
2 Kontrolle 34,39 8 Kontrolle 27,23
LF 30 ppm 28,09 LF 30 ppm 25,75
LF 60 ppm 28,02 LF 60 ppm 26,12
LF 60/95 ppm | 36,72 LF 60/95 ppm | 23,19
LF 120 ppm 38,73 LF 120 ppm 26,66
3 Kontrolle 37,59 9 Kontrolle 27,76
LF 30 ppm 30,60 LF 30 ppm 26,51
LF 60 ppm 29,24 LF 60 ppm 26,54
LF 60/95 ppm | 34,41 LF 60/95 ppm | 27,41
LF 120 ppm 36,90 LF 120 ppm 25,58
4 Kontrolle 28,19 10 Kontrolle 25,86
LF 30 ppm 34,60 LF 30 ppm 25,78
LF 60 ppm 24,61 LF 60 ppm 28,75
LF 60/95 ppm | 36,90 LF 60/95 ppm | 27,45
LF 120 ppm 37,86 LF 120 ppm 27,21
5 Kontrolle 24,36 11 Kontrolle 26,50
LF 30 ppm 28,00 LF 30 ppm 27,89
LF 60 ppm 24,40 LF 60 ppm 30,67
LF 60/95 ppm | 24,97 LF 60/95 ppm | 24,06
LF 120 ppm 25,29 LF 120 ppm 25,41
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6 Kontrolle 26,37 12 Kontrolle 23,75
LF 30 ppm 26,58 LF 30 ppm 24,66

LF 60 ppm 26,73 LF 60 ppm 26,35

LF 60/95 ppm | 24,75 LF 60/95 ppm | 25,66

LF 120 ppm 25,20 LF 120 ppm 23,05

7 Kontrolle 27,05 13 Kontrolle 23,65
LF 30 ppm 26,91 LF 30 ppm 23,84

LF 60 ppm 25,64 LF 60 ppm 26,16

LF 60/95 ppm | 25,40 LF 60/95 ppm | 25,34

LF 120 ppm 26,15 LF 120 ppm 26,04

14 Kontrolle 24,20

LF 30 ppm 28,55

LF 60 ppm 26,25

LF 60/95 ppm | 30,57

LF 120 ppm 23,79

In der 2.,3. und 4. Woche lagen die Trockensubstanzgehalte bei deutlich Uber 30,
teilweise sogar bei Uber 38%. Mit Beginn der Beifutterung Anfang der 5. Woche
sanken die Werte dann in Bereiche zwischen 24 und 28%, nur in Ausnahmefallen
daruber oder darunter, in denen sie bis zum Ende des Versuchs verblieben. Die
Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe und den Lactoferringruppen waren mit
durchschnittlich 0,4% gering. Die LF 120 ppm-Gruppe besaly mit im Mittel 26,8 %
die geringsten Trockensubstanzgehalte, die LF 60/95-ppm-Gruppe mit 28,4% die
hochsten. Dazwischen befanden sich die Kontrolle und die LF 30 ppm-Gruppe mit
27,8 und 27,5%, sowie die LF 60 ppm-Gruppe mit 26,9%.

5 Blutwerte

Das rote und weif3e Blutbild wurde von allen Versuchstieren erstmalig am Tag 28
und anschlieRend bis zum Versuchsende (14. Woche) in zweiwodchigem Abstand
(auRer 6. Lebenswoche) mit dem Cell Dyn untersucht.

Die folgenden Tabellen geben eine Ubersicht (iber die Gruppenergebnisse.
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51 Erythrozyten

Tabelle 40: Durchschnittliche Erythrozytengehalte des Blutes (Mittelwert x
Standardabweichung s) der einzelnen Gruppen an den 5
Probeentnahmezeitpunkten (*10e12/1)

Gruppe Tag 28 Tag 56 Tag 70 Tag 84 Tag 98

Kontrolle 4,09+0,30 |5,20+0,26° | 5,87+0,46 | 6,05+0,28° 5,96+0,30"°

LF 30 ppm 4,23+0,34 |5,51+0,48° | 6,41+1,54 |5,71+0,21° 5,81+0,44°

LF 60 ppm 4,38+0,31 |5,90+0,44°° | 7,0621,32 |5,960,25° | 5,99+0,13"

LF 60/95 ppm | 4,09+0,25 |5,10+0,13" | 5,53+0,29 | 5,64+0,21 5,39+0,15"°

LF 120 ppm 4,13x0,20 |5,10+0,30™ | 6,25+1,69 |5,90+0,13 6,10+0,39"

b: signifikanter Unterschied (p<0,05) zwischen den Versuchsgruppen (VA) zu dem genannten

Zeitpunkt.

c: signifikante Unterschiede (p<0,05) der markierten Versuchsgruppe zu anderen markierten
Versuchsgruppen zu dem genannten Zeitpunkt (LS-means-Test).

Die Tabelle verdeutlicht den Anstieg der Erythrozytenzahlen bei allen Gruppen von
der 1. (Tag 28) zur 3. Entnahme (Woche 10) von rund 4 x 10e12/l auf 6 x 10e12/I.
Bis zur 14. Woche gab es danach in manchen Gruppen einen geringen Rickgang.
Die Standardabweichung blieb fast durchgehend mit meist zwischen 0,15 und 0,5
niedrig. Die LF 60 ppm-Gruppe hatte anfangs etwas hohere Werte als die anderen
Gruppen. Es gab zwar bei der 2. und 5. Enthahme signifikante Unterschiede
zwischen den einzelnen Versuchsgruppen, jedoch keinerlei signifikante Differenzen
zwischen der Kontrollgruppe und der Gesamtheit der Lactoferringruppen. Lactoferrin

ubte demnach keinen Einfluss auf die Anzahl der roten Blutkdrperchen aus.
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5.2 Hamoglobin

Tabelle 41: Durchschnittliche Hamoglobingehalte des Blutes der einzelnen
Gruppen in mmol/l (Mittelwert x £+ Standardabweichung s) an den 5
Probeentnahmezeitpunkten

Gruppe Tag 28 Tag 56 Tag 70 Tag 84 Tag 98

Kontrolle 5,10+0,32 |7,03+0,39 |7,93+0,61° | 8,30+£0,21>° | 8,23+0,40™

LF 30 ppm 4,73+0,23 |6,87+0,41° | 8,27+1,91 |7,59+0,31°° |7,80+0,57

LF 60 ppm 5,03+0,34 | 7,43+0,50° | 9,2241,58 |7,95+0,36°° |8,03+£0,21™

LF 60/95 ppm |4,80£0,59 |6,68+0,1° |[7,40£0,32° |[7,71+0,26°° |7,5420,17"

LF 120 ppm 5,20+0,20 |6,98+0,34 |8,52+2,06 |8,20+0,06°° |8,49+0,47™

b: signifikanter Unterschied (p<0,05) zwischen den Versuchsgruppen (VA) zu dem genannten

Zeitpunkt.

c: signifikante Unterschiede (p<0,05) der markierten Versuchsgruppe zu anderen markierten
Versuchsgruppen zu dem genannten Zeitpunkt (LS-means-Test).

Ein Einfluss der prebiotischen Substanz war auch hier nicht zu spuren. Die

durchschnittlichen Werte sowohl der Kontrollgruppe, als auch der LF 60 ppm- und

120 ppm-Gruppen lagen geringgradig Uber dem der anderen Gruppen. Die

Standardabweichung war mit wenigen Ausnahmen unter 0,5, und damit niedrig.

Auch die Hamoglobinwerte stiegen bei allen Versuchsgruppen kontinuierlich bis zur

3. Entnahme an. Danach blieben sie auf dem Niveau zwischen 7,5 und 8,5 mmol/I.

5.3 Hamatokrit

Tabelle 42: Durchschnittliche Hamatokritgehalte des Blutes (Mittelwert x £
Standardabweichung s) der einzelnen Gruppen an den 5
Probeentnahmezeitpunkten in %

Gruppe Tag 28 Tag 56 Tag 70 Tag 84 Tag 98

Kontrolle 25,88+1,16° | 33,44+1,68° | 36,50+2,70 | 37,52+1,47° | 37,40+1,96

LF 30 ppm 23,56+1,36° | 33,16+2,95™ | 38,60+10,12 | 35,36+1,74° | 36,40+2,72

LF 60 ppm 25,02+1,03° | 33,60+2,67™ | 44,16+8,17° | 37,50+1,72° | 38,62+0,30

LF60/95ppm | 23,85+2,78 | 31,55+1,03" | 33,70+1,28° | 35,40+0,94° | 36,60+4,39

LF 120 ppm | 26,30+0,64° | 32,80+1,23° | 37,00+5,40 | 37,25+0,83 | 38,68+2,30
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b: signifikanter Unterschied (p<0,05 ) zwischen den Versuchsgruppen (VA) zu dem genannten
Zeitpunkt.

c: signifikante Unterschiede (p<0,05) der markierten Versuchsgruppe zu anderen markierten
Versuchsgruppen zu dem genannten Zeitpunkt (LS-means-Test).

Der mittlere Hamatokrit aller 4 Wochen alten Welpen lag bei ca. 25%, der der 14
Wochen alten Hunde bei 37,5%. Signifikante Unterschiede zwischen der
Kontrollgruppe und den Lactoferringruppen gab es nicht. Die Lactoferringruppen
untereinander zeigten nur bei der 2. Entnahme zum Teil signifikante Differenzen
(VA), wobei keinerlei Zusammenhang zu den Lactoferrinkonzentrationen
festzustellen war. Der Hamatokrit aller Versuchsgruppen stieg Uber den gesamten
Versuch an, anfangs schneller und starker als zu den spateren

Entnahmezeitpunkten.

5.4 Leukozyten

Tabelle 43: Durchschnittliche Leukozytengehalte des Blutes (Mittelwert x
Standardabweichung s) der einzelnen Gruppen an den 5
Probeentnahmezeitpunkten (*10e9/1)

Gruppe Tag 28 Tag 56 Tag 70 Tag 84 Tag 98

Kontrolle 12,16+2,38 | 19,20+6,99° | 14,77+3,46%>° | 15,18+4,68° | 15,90+4,56°

LF 30 ppm 14,70+4,82 | 13,28+2,09° | 10,68+2,76%° | 14,26+2,56 | 16,06+3,73°

LF 60 ppm 12,56+2,65 | 13,52+0,71° | 9,95+2,63°° | 13,28+1,47 | 10,94+1,57

LF 60/95ppm | 13,41+4,26 | 13,60+2,15° | 13,58+1,03%° | 13,93+1,81 | 15,48+4,13°

LF 120 ppm | 12,7142,77 | 16,50+4,05 | 11,00+2,64°°° | 10,85+2,32° | 15,05+3,40

a: signifikanter Unterschied (p<0,05) zwischen der Kontrollgruppe und der Gesamtheit der
Lactoferringruppen (T-Test) zu dem genannten Zeitpunkt.
b: signifikanter Unterschied (p<0,05) zwischen den Versuchsgruppen (VA) zu dem genannten

Zeitpunkt.

c: signifikante Unterschiede (p<0,05) der markierten Versuchsgruppe zu anderen markierten
Versuchsgruppen zu dem genannten Zeitpunkt (LS-means-Test).

Die Tabelle zeigt, dass die Lactoferringruppen im Gesamtversuch mit im Schnitt

13,27 deutlich niedrigere Leukozytenzahlen als die Kontrollgruppe (15,44) hatten,

wobei die LF 60 ppm-Gruppe mit 12,05 die geringsten Werte aufwies. Bei der 3.
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Entnahme waren signifikante Differenzen (VA, T-Test) zwischen der Kontrolle und
einzelnen Lactoferringruppen nachweisbar.

Eine Vermehrung der weil3en Blutkorperchen trat aul3er bei der LF 30 ppm-Gruppe
bei allen Gruppen, jedoch in unterschiedlicher Auspragung zwischen der 1. und 2.
Entnahme auf. Danach stagnierte die Anzahl der Leukozyten (LF 60/95 ppm-
Gruppe) oder fiel ab (alle anderen Gruppen), um bis zur 14. Lebenswoche nochmals
anzusteigen. Die Leukozytenzahlen der Versuchsgruppen waren bei der letzten

Entnahme mit Ausnahme der LF 60 ppm-Gruppe praktisch identisch.

5.5 Neutrophile Granulozyten

5.5.1 Absolute Zahlen

Tabelle 44 Durchschnittliche Gehalte an neutrophilen Granulozyten des Blutes

(Mittelwert x + Standardabweichung s) der einzelnen Gruppen an

den 5 Probeentnahmezeitpunkten (*10e9/1)

Gruppe Tag 28 Tag 56 Tag 70 Tag 84 Tag 98

Kontrolle 5,74+0,95 |10,61+4,42 | 7,19£1,30 | 6,99+1,60>° | 9,39+3,47
LF 30 ppm 8,26+4,63 |6,98+2,88 |6,95+1,75 |9,13+2,22°° |9,95+3,64
LF 60 ppm 7,25+1,71 |8,35+0,26 |6,11+1,26° | 7,37+0,47°° | 9,91+0,31

LF 60/95 ppm | 6,48+1,18 |7,24+0,81 |8,64+1,04° |9,02+1,36°° | 10,40+2,93

LF 120 ppm 6,73+1,54 | 11,06+4,60 | 6,49+0,91° | 5,92+0,86 9,91+3,86

b: signifikanter Unterschied (p<0,05) zwischen den Versuchsgruppen (VA) zu dem genannten
Zeitpunkt.

c: signifikante Unterschiede (p<0,05) der markierten Versuchsgruppe zu anderen markierten
Versuchsgruppen zu dem genannten Zeitpunkt (LS-means-Test).

Die absolute Anzahl neutrophiler Granulozyten der Kontrollgruppe und der
Lactoferringruppen war mit durchschnittlich 7,98 und 8,11 sehr ahnlich, die
Unterschiede zwischen den einzelnen Lactoferringruppen waren, wie die Tabelle
verdeutlicht, ebenfalls relativ gering. Signifikante, jedoch lactoferrinunabhangige
Differenzen traten ausschlieB3lich bei der 4. Enthnahme auf (VA). Die hochsten

mittleren Neutrophilenzahlen besal} die LF 60/95 ppm-Gruppe, die niedrigsten die
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LF 60 ppm-Gruppe. Auch hier sanken die anfangs hohen Werte in allen Gruppen ab

um anschliel3end zu steigen. Alle Werte lagen zwischen 5,70 und 11,10.

5.5.2 Relative Zahlen

Tabelle 45: Durchschnittliche relative Anteile an neutrophilen Granulozyten des
Blutes (Mittelwert x £+ Standardabweichung s) der einzelnen Gruppen

an den 5 Probeentnahmezeitpunkten in %

Gruppe Tag 28 Tag 56 Tag 70 Tag 84 Tag 98
Kontrolle 48,22+ 59,14+ 50,08+ 48,08+ 50,76+
9,50 23,48 10,42%° 12,66%° 9,45
LF 30 ppm 53,46+ 52,24+ 65,50+ 63,68+ 61,02+
13,71 19,20 7,562¢ 6,812b¢ 11,20
LF 60 ppm 57,80+ 61,72+ 62,56+ 55,76+ 60,32+
2,76 1,77 5,1582b¢ 2,732¢ 11,20+
LF 60/95 ppm | 51,23+ 53,58+ 62,45+ 64,73+ 67,00+
13,66 3,21 5,15@2b¢ 2,81 1,45
LF 120 ppm 53,18+ 64,73+ 60,18+ 55,73+ 64,58+
7,02 12,07 7,02% 8,39% 12,51

a: signifikanter Unterschied (p<0,05) zwischen der Kontrollgruppe und der Gesamtheit der
Lactoferringruppen (T-Test) zu dem genannten Zeitpunkt.

b: signifikanter Unterschied (p<0,05) zwischen den Versuchsgruppen (VA) zu dem genannten
Zeitpunkt.

c: signifikante Unterschiede (p<0,05) der markierten Versuchsgruppe zu anderen markierten
Versuchsgruppen zu dem genannten Zeitpunkt (LS-means-Test).

Die oben verdeutlichte, im Vergleich zur Kontrollgruppe geringe Anzahl Leukozyten
in den Lactoferringruppen, in Kombination mit ahnlichen Neutrophilenzahlen fuhrte
in diesen Gruppen bei der 3. und 4. Entnahme zum signifikanten Anstieg des
relativen Anteils neutrophiler Granulozyten (VA, T-Test) an den Gesamtleukozyten.
Die Kontrollgruppe wies im Versuchsmittel einen Prozentanteil neutrophiler
Granulozyten von etwas Uber 51 auf, die Prebiotikagruppen jedoch fast 60%.
Besonders hohe Unterschiede waren bei der 3. und 4. Entnahme zu verzeichnen.
Dabei war die Dosierung des Lactoferrins nicht ausschlaggebend. Bei allen Gruppen
stieg der Prozentanteil neutrophiler Granulozyten an den Leukozyten im Laufe des

Versuchs an. Die Standardabweichungen waren in der Kontrollgruppe am héchsten.
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5.6 Lymphozyten

5.6.1 Absolute Zahlen

Tabelle 46: Durchschnittliche Gehalte an Lymphozyten (Mittelwert x +
Standardabweichung s) im Blut der einzelnen Gruppen an den 5
Probeentnahmezeitpunkten (*10e9/1)

Gruppe Tag 28 Tag 56 Tag 70 Tag 84 Tag 98

Kontrolle 5144219 | 3,41+0,79 | 5,95+3,15%° | 6,65+3,81°°° | 4,84+2,21

LF 30 ppm 4,14+1,26 |4,46+1,97 |2,68+1,30°™ | 3,43+1,10°*° | 4,14+1,67

LF 60 ppm 3,77+41,01 [4,07+0,80 |2,35+1,16%° | 4,44+0,85% | 3,35+0,87

LF 60/95 ppm |5,53+3,61 |4,61+0,99 |3,15+0,46°™ | 3,02+0,57*° | 3,11+0,52

LF 120 ppm 4,67+1,59 |3,88+0,40 |3,22+1,92%°° | 3,65+1,92° | 3,62+1,76

a: signifikanter Unterschied (p<0,05) zwischen der Kontrollgruppe und der Gesamtheit der
Lactoferringruppen (T-Test) zu dem genannten Zeitpunkt.
b: signifikanter Unterschied (p<0,05) zwischen den Versuchsgruppen (VA) zu dem genannten

Zeitpunkt.

c: signifikante Unterschiede (p<0,05) der markierten Versuchsgruppe zu anderen markierten
Versuchsgruppen zu dem genannten Zeitpunkt (LS-means-Test).

Die Zahlen in der Tabelle zeigen, dass in den Lactoferringruppen die

Lymphozytenproduktion bei der 2. Entnahme im Vergleich zur Kontrolle

vorubergehend anstieg, danach ab dem Alter von 10 Wochen signifikant (VA, T-

Test) abfiel. Im Versuchsmittel lagen die Werte der Kontrollgruppe bei 5,20, die der

Lactoferringruppen unter 3,80. Dies bedeutet eine mittlere Reduktion der

Lymphozyten um rund 28%, zum Zeitpunkt der 3. Enthahme um 48%. Die starkste

Verringerung auf durchschnittlich 3,60 fand in der LF 60 ppm-Gruppe statt. In den

Lactoferringruppen waren die niedrigsten Werte bei der 3. Entnahme, also im Alter

von 10 Wochen vorhanden, bei der Kontrolle dagegen mit 8 Wochen.
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5.6.2 Relative Zahlen

Tabelle 47: Durchschnittliche Gehalte an Lymphozyten im Blut (Mittelwert x +
Standardabweichung s) der einzelnen Gruppen an den 5

Probeentnahmezeitpunkten in %

Gruppe Tag 28 Tag 56 Tag 70 Tag 84 Tag 98
Kontrolle 40,66+ 32,64+ 38,50+ 40,98+ 30,52+
12,05 23,42 15,39%¢ 15,61%>° 10,45
LF 30 ppm 31,42+ 33,92+ 24,26+ 24,40+ 26,28+
15,60 15,57 8,87% 7,97°° 10,75
LF 60 ppm 29,82+ 29,96+ 22,52+ 33,22+ 28,44+
2,67 5,40 6,17°¢ 2,72°° 5,08
LF 60/95 ppm | 37,92+ 33,58+ 23,05+ 21,70+ 20,50+
14,88 2,50 4,74%° 2,732 2,58
LF 120 ppm 36,65+ 25,05+ 27,68+ 31,95+ 24,98+
8,46 8,50 10,05° 10,68 13,01

a: signifikanter Unterschied (p<0,05) zwischen der Kontrollgruppe und der Gesamtheit der
Lactoferringruppen (T-Test) zu dem genannten Zeitpunkt.

b: signifikanter Unterschied (p<0,05) zwischen den Versuchsgruppen (VA) zu dem genannten
Zeitpunkt.

c: signifikante Unterschiede (p<0,05) der markierten Versuchsgruppe zu anderen markierten
Versuchsgruppen zu dem genannten Zeitpunkt (LS-means-Test).

Die Tabelle verdeutlicht nochmals die reduzierten Lymphozytenzahlen in den
Lactoferringruppen ab dem Alter von 8 Wochen. Diese hatten mittlere prozentuale
Lymphozytengehalte von unter 30, die Kontrollgruppe von uber 37. Eine Erhéhung
der Lactoferrinkonzentrationen rief dagegen keine umgekehrt proportionale
Lymphozytenproduktion hervor. Bei den Prebiotikumsgruppen sanken die anfangs

vergleichsweise hohen Werte bereits nach der 1. Enthahme um mindestens 1/3 ab.
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E Diskussion

1 Aufbau und Ziel der Fltterungstudie

Ziel des Versuchs war es den Einsatz der prebiotischen Substanz Lactoferrin am
Modell der mutterlosen Aufzucht von neonatalen Beagle-Welpen zu prifen.

Das Modell der mutterlosen Aufzucht ermdglicht eine Standardisierung der
Versuchsbedingungen, ohne dass Variabilitaten in Wurfgré3e, Milchleistung des
Muttertieres oder ungleichmalige Milchaufnahme der Welpen die Auswertung
beeinflussen.

Von zentralem Interesse war in der vorliegenden Arbeit, ob Lactoferrin intestinale
oder auch extraintestinale Wirkungen bei Welpen entfaltet und auRerdem in welchen
Konzentrationen man es verabreichen muss, um maogliche positive Effekte zu
erreichen. Lactoferrin war noch nie Gegenstand eines Futterungsversuchs an
Welpen gewesen. Seine Ungefahrlichkeit wurde jedoch bereits in
Rattenexperimenten bewiesen (Tomita et al. 2002).

Fur die Studie standen insgesamt 32 Welpen zur Verfugung, von denen aus
zeitlichen Grunden bis zur Abfassung der vorliegenden Arbeit nur 23 ausgewertet
werden konnten.

Die Welpen wurden am 3. Lebenstag von der Mutter getrennt und in 5 Gruppen, eine
Kontrollgruppe und 4 Lactoferringruppen mit unterschiedlichen Dosierungen,
aufgeteilt (siehe Tabelle 13 und 14). Die Tiere blieben bis Ende der 14. Woche im
Versuch, wobei ihre Futteraufnahme und Gewichtsentwicklung taglich festgehalten
wurde. In regelmaligen Abstanden wurde aullerdem die mikrobielle
Zusammensetzung der Kotflora, einige weitere Kot-Parameter, sowie das rote und
weille Blutbild untersucht.

Bei der geplanten Gruppengrdfie von 8 Tieren pro Versuchsgruppe (mit Ausnahme
der LF 60/95 ppm-Gruppe) kénnen sicher einige der festgestellten Befunde noch

deutlicher herausgearbeitet werden.
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2 Futteraufnahme, Gewichtsentwicklung und Futterverwertung

Um zu klaren, welchen Einfluss Lactoferrin auf den Stoffwechsel der Tiere nimmt,
wurde zum einen die Futteraufnahme und Gewichtsentwicklung der
Versuchsgruppen verglichen, zum anderen die Futterverwertung berechnet. Ab der
3. Lebenswoche wurden die Welpen rationiert und ihren individuellen Bedurfnissen
angepasst gefittert. Die Abbildung 6 gibt einen Uberblick tiber die durchschnittliche

Gewichtsentwicklung der Welpen unterschiedlicher Versuchsgruppen.

8000

7000

6000 /

5000 / —e— Kontrolle
/ —#—LF 30 ppm
4000 LF 60/95 ppm
_4//N/¢7 LF 60 ppm
3000

—¥—LF 120 ppm

Gramm

2000
1000 =
0 L] L] L] L] L] L] ]
0 2 4 6 8 10 12 14
Wochen

Abbildung 6: Mittlere Gewichtsentwicklung der Welpen der verschiedenen

Versuchsgruppen

Durch Randomisierung bei Beginn des Versuchs wurde versucht, die
Gewichtsschwankungen zwischen den Gruppen auszugleichen. Da die Welpen von
unterschiedlichen Elterntieren stammten, zu unterschiedlichen Zeitpunkten geboren
worden waren und mindestens zu zweit einer Versuchsgruppe zugeteilt werden
sollten, war dies nicht vollstandig moglich. Dadurch erklaren sich die relativ grof3en
Gewichtsunterschiede zu Versuchsbeginn, die bis zur 4. Lebenswoche anhielten. Die

ab der 6. Woche hohen Kdrpergewichte der LF 60 ppm-Gruppe und die zum
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gleichen Zeitpunkt dazu im Verhaltnis sehr niedrigen der LF 60/95 ppm-Gruppe sind
vermutlich auf die unterschiedlich starke Futteraufnahme und auf genetische
Unterschiede, nicht jedoch auf das verabreichte Lactoferrin zurickzufuhren. Die
Tiere beider Versuchsgruppen hatten namlich sehr ahnliche Lactoferrindosen
erhalten. Trotzdem bewegte sich ihr Kérpergewicht in genau entgegen gesetzter
Weise aulierhalb der durchschnittlichen Gewichtsentwicklung. Der Umstand, dass
sich die LF 60/95 ppm-Gruppe aus einem einzigen Wurf zusammensetzte und dass
alle anderen Versuchsgruppen eine untereinander sehr ahnliche
Gewichtsentwicklung durchliefen, stutzt diese Annahme. Ein Einfluss des
Lactoferrins auf die Gewichtsentwicklung bzw. auf die Zunahmen der Welpen konnte
demnach, wie aus Abbildung 6 klar hervorgeht, nicht festgestellt werden.

Hatte Lactoferrin bei gleicher Futteraufnahme positive Effekte auf die
Gewichtsentwicklung ausgeulbt, so hatte es einen forderlichen Einfluss auf die
Futterverwertung nehmen mussen. Lactoferrin verbesserte diese jedoch nicht. Die
durchschnittliche Futterverwertung der Lactoferringruppen war mit 2,99 sogar
geringgradig, jedoch nicht signifikant schlechter als die der Kontrollgruppe mit 2,90.
Diese Tendenz kann nicht als rein zufalliger Befund gewertet werden, da die
Beobachtung wahrend des gesamten Fltterungsversuches gemacht wurde. So war
sowohl bei der reinen Milchaustauscherfutterung in Woche 1 bis 4, bei der die
Futterverwertung bei allen Gruppen schlechter als wahrend der Trockenfutterperiode
war, als auch in der Ubergangsphase und bei reiner Festfutterfiitterung, durchwegs
eine durch Lactoferrin geringgradig verschlechterte Futterverwertung festzustellen.
Die Konzentration des Lactoferrins im Futter spielte hierbei, in den von uns
gewahlten Grollenordnungen, keine Rolle. Allerdings fiel die LF 60/95 ppm-Gruppe
mit einer ahnlich guten Futterverwertung wie die der Kontrollgruppe aus dem
Rahmen.

Eine Ursache flr dieses Phanomen der geringgradig verschlechterten
Futterverwertung kdnnte moglicherweise in einer durch Lactoferrin hervorgerufenen
Veranderung der bakteriellen Besiedelung des Gastrointestinaltraktes liegen, die die
Verwertung des Futters negativ beeinflusst.

Beschleunigte Gewichtsentwicklungen und verbesserte Zunahmen sind ohnehin
beim Kleintier aufgrund der haufig resultierenden Skelett- und Adipositasproblematik
nicht Ziel einer gesunden Aufzucht. Sie spielen dagegen beim Nutztier eine

bedeutende Rolle.
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Im Vergleich der von uns durchgefuhrten mutterlosen Aufzucht mit Studien an
Welpen, die beim Muttertier belassen worden waren (Kienzle et al. 1985), war die
Gewichtszunahme der Welpen unseres Versuchs bei fast gleicher

Milchmengenaufnahme in den ersten 4 Wochen etwas geringer.

3 Mikrobiologie des Kotes

Wie bereits dargestellt, handelt es sich beim Darm um ein sehr wichtiges
Immunorgan, dessen mikrobielle Besiedelung flir die Gesunderhaltung des
gesamten Organismus von essentieller Bedeutung ist. Die Untersuchung der Kotflora
wurde mit dem Ziel durchgefihrt, den Einfluss des Lactoferrins auf pathogene,
fakultativ pathogene und die Gesundheit fordernde Keime im Colon festzustellen.

Dabei wurden typische Vertreter dieser drei Kategorien ausgewahlt.

Die aeroben Gesamtkeimzahlen unterlagen starken Schwankungen, sowohl von
Hund zu Hund als auch bei den verschiedenen Zeitpunkten der Untersuchung.
Trotzdem konnten gewisse Tendenzen festgestellt werden. Geht man davon aus,
dass Lactoferrin seine bekannten und bereits mehrfach erwahnten antimikrobiellen
Fahigkeiten bei der ersten Untersuchung der aeroben Keimzahlen in der 1.
Lebenswoche aufgrund der erst sehr kurzen Verabreichungsdauer noch nicht
entfalten konnte, so war bei den anderen Entnahmezeitpunkten eine
konzentrationsabhangige Keimzahlreduktion in den Lactoferringruppen zu
beobachten. Die Keimzahlen der LF 120 ppm-Gruppe lagen bei der 2. bis 4.
Entnahme durchschnittlich 53% unter denen der Kontrollgruppe; die anderen
Lactoferringruppen befanden sich in fast direkter Dosis-Wirkungsbeziehung
dazwischen. Hier fuhrten demnach héhere Lactoferrinkonzentrationen zu einer
starkeren Keimzahlreduktion, ein geringgradiger Effekt wurde bereits mit einer
Konzentration von 30 ppm erreicht. Diese Ergebnisse waren jedoch nur bei der 4.
Entnahme statistisch signifikant. Betrachtet man jedoch die extreme
Keimzahlverringerung in denjenigen Lactoferringruppen, die anfangs sehr hohe
Zahlen im Kot hatten (LF 60- und 30 ppm-Gruppen), konnte man diese Reduktion mit

einer gewissen Wahrscheinlichkeit auf die Wirkung von Lactoferrin zurtckfuhren.
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Gemeinsam war bei allen untersuchten Versuchsgruppen, dass die hochsten
Bakterienzahlen bei den neugeborenen Welpen in der 1. Woche festgestellt werden
konnten. Durch die Beifutterung mit Festfutter sanken diese Gehalte unterschiedlich
stark auf bis auf 1/10 der Ausgangswerte. Mit dem Absetzen kam es zum Anstieg der
Keime, die jedoch die Ausgangsquantitaten nicht wieder erreichten.

Die durchschnittlichen Gesamtkeimzahlen lagen in unseren Untersuchungen
zwischen 80 Mio. und 17,55 Mrd., wobei die geringeren Zahlen bei den bereits
alteren Welpen im Alter von 8 bis 14 Wochen auftraten. In der Literatur wird fUr die
aerobe Gesamtkeimzahl in einem Gramm Welpenkot ein Bereich zwischen 8,9 und
10 log/g (entspricht 790 Mio. bis 10 Mrd. Keime) (Zentek et al. 1998) genannt, fir die
adulten Hunde ein Bereich zwischen 7,3 und 9,6 log/g (entspricht 19,9 Mio. bis 3,9
Mrd. Keime) (Amtsberg et al. 1995). Erwachsene Hunde besitzen demnach im Mittel
deutlich weniger aerobe Keime im Kot als neugeborene Welpen.

Eine Reduktion der Gesamtkeimzahlen durch Lactoferrin wurde bereits an Mausen
durch Teraguchi et al. (1995) gefunden. Dabei wurde die Milch mit 0,5, 1 und 2 %
Lactoferrin versetzt; die Lactoferrindosierungen lagen damit hoher als in den

vorliegenden Untersuchungen.

E. coli gehoért beim Hund zu den fakultativ pathogenen Keimen und sollte zusammen
mit den ebenfalls fakultativ pathogenen Enterococcen nicht mehr als 1 % der
Darmflora des gesunden Welpen bilden (Mitsuoka 1992). Nehmen diese Keime
Uberhand, drohen die Gefahren Diarrhde, Obstipation, Tympanie, Leberschaden und
Immunsuppression. Aus diesem Grund gilt die Reduktion solcher Bakterien als
aulderst winschenswert.

Gerade aufgrund der in der Literatur zahlreich belegten, v.a. gegen gram-negative
Keime sehr potenten bakteriziden und bakteristatischen Aktivitaten des Lactoferrins
in vivo (Lee et al. 1998) und in vitro (Reiter et al. 1975, Bishop et al. 1976), erschien
uns der Effekt auf diese Keime fur unser Experiment besonders interessant.

In der vorliegenden Untersuchung ist es aufgrund der extremen Variationen zwischen
den Einzeltieren jedoch schwierig, eine Wirkung des Lactoferrins auf diese fakultativ
pathogenen Keime zu erkennen. Selbst wenn man annimmt, dass auch hier
Lactoferrin erst ab der 2. Entnahme Auswirkungen auf die E. coli-Keimzahlen haben

konnte, so liegen zwar die E. coli-Werte der Lactoferringruppen im Mittel um bis zu
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40% unter denen der Kontrollgruppe, eine eindeutige Aussage Uber die
keimzahlreduzierenden Fahigkeiten des Lactoferrins ist durch die grofen
Schwankungen jedoch unmaglich.

Die Entnahme und Verarbeitung des Kotes war mit Problemen behaftet, die zu
derartigen Variationen gefuhrt haben kdnnten. Anfangs setzten die Welpen nur sehr
wenig Kot ab, so dass eine ausreichende Menge bei manchen Welpen bereits am
Tag 3, bei anderen jedoch erst mehrere Tage spater gewonnen werden konnte. In
manchen Fallen war aullerdem aus technischen Grunden der Zeitraum zwischen
Probengewinnung und Verarbeitung langer als 20 Minuten. Eindeutig kann hier nur

- ahnlich wie bei der aeroben Gesamtkeimzahl - das alle Gruppen betreffende
Absinken und spatere Ansteigen der Werte im Versuchsablauf festgestellt werden.
Dies bedeutet eine mittlere E. coli- Keimzahlreduktion von der 1. zur 8. Lebenswoche

auf ein Funfundvierzigstel.

Die E. coli-Prozentanteile an der aeroben Gesamtkeimzahl lagen im Versuch mit
anfangs 20- bis 60% und spater 1- bis 33% viel hoher, als es von gesunden Welpen
erwartet wird. Eine mogliche Erklarung ist das beim menschlichen Saugling bekannte
Phanomen, dass Babies, die Babynahrung erhalten, im Stuhl viel mehr E. coli,
Coliforme, Enterococcen und Bacteroides aufweisen als Sauglinge, die gestillt
werden. Letztere haben daflr einen hoheren Anteil Lactobacillen und Bifidobakterien.
Mit der Flasche grol3gezogene Babies unterdriicken demnach die fakultativ
pathogene Flora viel schlechter als gestillte Babies (Benno et al. 1984, Kleesen et al.
1995). Diese Beobachtung scheint auf Welpen Ubertragbar zu sein.

Grunde fur diese unterschiedliche Entwicklung der Flora konnten Abweichungen der
pH-Werte zwischen Babynahrung/Milchaustauscher und Muttermilch, Mangel an
immunologisch aktiven Proteinen wie IgA und Lactoferrin in der Babynahrung bzw.
im Milchaustauscher, sowie der hohe Anteil der nicht im Dunn- sondern erst im
Dickdarm verstoffwechselten Oligosaccharide in der Muttermilch, die als Nahrung fur
Lactobacillen dienen, sein. Eine grof3e Lactobacillenflora fuhrt zur Reduktion
fakultativ pathogener Keime.

Die Verabreichung von Lactoferrin fihrte in der vorliegenden Untersuchung zu
keinem reduktiven Effekt auf den Prozentanteil der E. colis an der Gesamtkeimzahl.
Erklarungen fur diese Wirkschwache waren eine Inaktivierung des Lactoferrins

wahrend der Beigabe zum Milchaustauscher, eine Immunantwort auf das
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korperfremde Protein im Darm, das Fehlen unterstitzender Faktoren, wie z.B.
Lysozym, Bicarbonat, Complement oder auch eine Wirkschwache des bovinen
Lactoferrins im Organismus einer anderen Spezies (Wharton et al. 1994). Kuhmilch,
ein Bestandteil des von uns verwendeten Milchaustauschers enthalt zudem viel
Citrat, welches Eisen an die Bakterien liefert und somit Lactoferrin entgegenwirkt
(Reiter et al. 1975). Hinzu kommt, dass der verwendete Milchaustauscher etwas
mehr Eisen als die Muttermilch enthielt. Im eisenhaltigen Milieu ist die Aktivitat des
Lactoferrins stark eingeschrankt, da dessen antibakterielle Wirkung zum grof3en Teil
auf dem Entzug von Eisen beruht. Geringe Milieuveranderungen kénnten in diesem
Fall schon eine grof3e Rolle spielen.

Die Beigabe von bovinem Lactoferrin zur Babynahrung erreichte auch im Schrifttum
die erhoffte Verbesserung nicht. Mit Hilfe des Lactoferrins wurde im Experiment an
Sauglingen zwar eine Bifidusbakterienflora etabliert, jedoch nur bis zum Alter von 3
Monaten. Das Clostridien- und Bacterioideswachstum wurde durch Lactoferrin nicht
unterdriickt (Roberts et al. 1992).

Ahnlich wie bei den E. colis scheint der (iberdurchschnittlich hohe Anteil der ebenfalls
fakultativ pathogenen, jedoch zur normalen Darmflora von Mensch und Tier
gehorenden Enterococcen auch hier auf dem Umstand der mutterlosen Aufzucht zu
beruhen. Die Beobachtung, dass die in den meisten Lactoferringruppen anfangs sehr
hohen Enterococcengehalte ab der 4. Lebenswoche deutlich starker als in der
Kontrollgruppe verringert wurden, ist moglicherweise auf die antimikrobielle Wirkung
von Lactoferrin zuriickzuflhren. Statistisch signifikant war dieser Einfluss nur in der
14. Woche. Die hoher dosierten Lactoferringruppen hatten von der 2. bis zur 4.
Entnahme im Mittel starker reduzierte Enterococcenzahlen.

In der Literatur sind die bakteriziden und bakteristatischen Effekte des Lactoferrins
auf pathogene Streptococcen in vitro bereits bekannt (Rainard 1986), in vivo jedoch
bisher noch nie bewiesen.

Bei allen in diesem Versuch nachgewiesenen Entero- bzw. Streptococcenarten
handelte es sich um normale Darmkeime, die jedoch unspezifische Infektionen

auslosen konnen.
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C. perfringens wurde von uns als Beispiel eines pathogenen Keimes untersucht,
gegen welchen Lactoferrin im Schrifttum potente Wirkungen aufweisen soll
(Teraguchi et al. 1995). In unseren Untersuchungen wurde dieses Bakterium nur
eher selten und meist bei der 1. Entnahme gefunden. Ein Grund fur das
unregelmanige Vorkommen und die grofden Konzentrationsschwankungen kénnte
auch in seiner starken Umweltlabilitat liegen. Insbesondere bei der LF 60/95- und der
LF 60 ppm-Gruppe konnte aus technischen Grinden — wie bereits erwahnt - der Kot
nicht immer in den ersten 20 min nach dem Kotabsatz verarbeitet werden. Dadurch
konnte der Nachweis stark dezimiert bzw. unmaoglich gemacht worden sein, womit
die Auswertung der Ergebnisse nur mit Vorbehalt zu betrachten ist.

Die neugeborenen Welpen wiesen, ahnlich der anderen Bakterien, die hochsten
Keimzahlen auf. Geht man davon aus, dass Lactoferrin eine gewisse Zeit braucht um
zu wirken, konnten die bei der 2. und 3. Entnahme fuhrenden Keimzahlen der
Kontrollgruppe evtl. als Hinweis auf Effekte des Lactoferrins gedeutet werden.
Signifikante Wirkungen konnten jedoch, aufgrund der oben genannten Probleme,
nicht nachgewiesen werden.

Die hochsten von uns festgestellten Clostridienkonzentrationen lagen bei 1,3 Mrd.,
und damit deutlich unter den in der Literatur genannten Keimzahlen von 3,2 Mrd.
Keime pro Gramm Kot bei adulten Hunden (Zentek 1993). Letztere besitzen generell

hohere Clostridienzahlen im Kot als Welpen.

Milchsaurebakterien sind erwlnscht, da sie durch Lactatproduktion eine Reduktion
des pH-Wertes im Darm bewirken, wodurch das Uberhandnehmen und die Adh&sion
gewisser pathogener Keime, z.B. C. perfringens, an die Darmwand (Rinkinen et al.
2003) verhindert wird, aber auch fakultativ pathogene Keime, die zur Begleitflora
gehoren, zurtickgedrangt werden. Damit wird die Eubiosis geférdert, die eine
wichtige Voraussetzung fur die Gesunderhaltung des Neugeborenen darstellt. Jedes
Jungtier besitzt eine Lactoflora, welche in aller Regel durch Pro- und Prebiotika
unterstutzt und gefoérdert wird. Die Wirkung des Lactoferrins auf die Keimzahlen
milchsaurebildender Bakterien im Kot ist demnach von Interesse.

Eine forderliche Wirkung des Lactoferrins auf die Milchsaurebildner kann in der
vorliegenden Untersuchung unter Betrachtung der Ergebnisse der 3. und 4.
Entnahme angenommen werden, mit der Voraussetzung, dass Lactoferrin einige Zeit

braucht um seine Wirkung zu entfalten. Um die Proliferation der milchsaurebildenden
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Keime zu unterstltzen, war hier eine minimale Konzentration von 60 ppm nétig, da
bei einer Konzentration von 30 ppm noch keine derartigen Ergebnisse erzielt werden
konnten. Eine Erhdhung auf Uber 95 ppm brachte danach keine Verbesserungen
mehr. Diese Feststellungen werden jedoch wiederum durch die starken
Schwankungen der milchsaurebildenden Keime bei den einzelnen Entnahmen und
unter den Einzeltieren erschwert. Eine hohere Tierzahl ermoglicht unter Umstanden
eine Verifizierung dieser Annahmen.

Die hochsten Keimkonzentrationen waren auch hier bei den neugeborenen Welpen
anzutreffen, die geringsten in der Zeit vor der Beifutterung bis zum Absetzen.

Im Unterschied zu den im Schrifttum genannten Zahlen (Zentek 1993) fur
Lactobacillen im Kot adulter Hunde (1,6 Mrd.), lagen unsere Welpen deutlich
darunter. Eine Erklarung fur dieses Phanomen konnte auch hier die mutterlose
Aufzucht und insbesondere der damit verbundene Mangel an erst im Dickdarm

verstoffwechselten Oligosacchariden geben (s.o0.).

4 Einfluss des Lactoferrins auf die Kotparameter Ammoniak, L-Lactat, pH

und die Kot-Trockensubstanz

Das im Darm bakteriell und enzymatisch durch proteolytischen Abbau gebildete
Ammoniak muss in der Leber entgiftet werden und belastet den Organismus und
dessen Organe stark. Insbesondere bei sehr jungen Tieren, deren
Entgiftungsmaoglichkeiten noch nicht vollstandig entwickelt sind, ist deshalb eine
Reduktion der Ammoniakgehalte als potentiell schadlichem Metaboliten des
Proteinabbaus durchaus wunschenswert. Diese gilt als eine der Wirkungen der
Probiotika (Guillot 1990, Gedek 1993). Proteolytisch aktive Mikroorganismen sind
haufig auch potentiell pathogene Keime, deren Reduktion ohnehin erstrebenswert ist
(Clostridien, Proteus, Salmonellen). Ob die prebiotische Substanz Lactoferrin den
Organismus in dieser Hinsicht unterstutzt und die Produktion des Ammoniaks negativ
beeinflusst, war deshalb in Hinblick auf die Gesundheit und die Gesunderhaltung der

Welpen von groliem Interesse.

Bei den eigenen Untersuchungen waren, - insgesamt betrachtet -, die hdchsten

Ammoniakkonzentrationen mit durchschnittlich 226,3 mg/kg in der Kontrollgruppe zu
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finden. Wie aus Abbildung 7 ersichtlich, zeigten sich bei der ersten Entnahme in der
Kontrollgruppe geringe Werte, die Konzentrationen stiegen ab der 2. Entnahme
jedoch stark an. Die Ammoniakwerte in fast allen Lactoferringruppen sanken im
Laufe des Versuchs von den hohen Ausgangskonzentrationen stark ab und waren
durchschnittlich 35% und damit signifikant geringer als die der Kontrollgruppe. Lasst
man die erste Entnahme, bei der eine Lactoferrinwirkung noch nicht erwartet werden
kann, auRer acht, so sind die Ergebnisse noch deutlicher. Im Mittel hatten die
Lactoferringruppen von der 2. bis zur letzten Entnahme um 46% geringere
Ammoniakkonzentrationen als die Kontrollgruppe. Dabei war eine sehr hohe
Reduktion bereits mit der 30 ppm-Dosierung erreicht; ab einer
Lactoferrinkonzentration von 95 ppm war jedoch eine gegenteilige Wirkung zu
verzeichnen. Die Ammoniakkonzentrationen nahmen dann wieder zu.

Diesen Ergebnissen zufolge reduziert Lactoferrin in bestimmten Konzentrationen die
Ammoniakwerte im Kot. Diese wichtige Wirkung bedeutet nicht nur eine mdgliche
Entlastung des Organismus von einem schadlichen Metaboliten, sondern ist auch fur
den Hundebesitzer von Bedeutung, da der unangenehme Ammoniakgeruch der
Faeces verringert wird.

Die Ammoniak-reduzierende Wirkung lasst sich wahrscheinlich auf die
antibakteriellen Fahigkeiten des Lactoferrins und der damit verbundenen
Dezimierung proteolytischer Bakterien (Naidu et al. 1994, Tomita et al. 1998)

zuruckfuhren. Dieser Befund ist in der Literatur bisher nicht beschrieben.
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Abbildung 7:  Ammoniakkonzentrationen der Versuchsgruppen zu den 4
Probeentnahmezeitpunkten unter Bertcksichtigung der

Standardabweichung in mg/kg Kot

Die Milchsaurebildung durch die von den Pro- und Prebiotika geférderten
milchsaurebildenden Keime fuhrt zu einem Absinken des pH-Wertes im Darm (Roth
und Kirchgessner 1986, Stewart et al. 1995), sie verhindert die Besiedelung mit
pathogenen und fakultativ pathogenen Keimen und férdert damit Verdauung und
Absorption der Nahrungsbestandteile. Aus diesem Grund wurde der L-Lactatgehalt
und der pH des Kotes im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen bestimmt.

Die pH-Werte in den Lactoferringruppen waren durchschnittlich um 0,13 hoher als in
der Kontrollgruppe. Diese Unterschiede waren jedoch unter Betrachtung der
Standardabweichung, weder bedeutungsvoll noch signifikant. Alle pH-Werte lagen in
dem fur Fleischfresser typisch sauren Bereich.

Einige Autoren, darunter Schunemann et al. (1989) bekraftigten die negative
Korrelation zwischen pH und Lactatgehalt in den Faeces. In unseren
Untersuchungen war jedoch keine Korrelation zwischen diesen beiden Messgrolien

erkennbar.
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Die photometrisch gemessenen Lactatkonzentrationen variierten von Welpe zu
Welpe und von Entnahme zu Entnahme stark, was eine Systematisierung der
Ergebnisse erschwert. Anhand der Mittelwerte jeder einzelnen Gruppe kann jedoch
auf eine mogliche milchsaurebildende Wirkung von Lactoferrin geschlossen werden.
Die niedrigsten mittleren Lactatwerte fanden sich in der Kontrollgruppe (497,7
mg/kg), die héchsten in der LF 120 ppm-Gruppe (1296,4 mg/kg). Die anderen
Prebiotikumsgruppen lagen in direkter Dosis-Wirkungsbeziehung dazwischen.
Problematisch bei dieser Betrachtung ist - analog zu den Verhaltnissen bei den
milchsaurebildenden Bakterien -, dass die Kontrolle bei der 3., und zum Teil auch bei
der 4. Entnahme hdhere Werte als einige der Lactoferringruppen aufwies. Auflderdem
erfolgte die Betrachtung unter Einbezug der 1. Entnahme, bei der unklar ist, ob die
hohen Lactatwerte der Lactoferringruppen bereits auf einen Effekt des Lactoferrins
zuruckzuflhren sind. Eine mogliche Wirkung der prebiotischen Substanz ist demnach
nur bei der Entnahme 1, 2 und teilweise auch 4 nachvollziehbar. Auch hier wird die
grolere Tierzahl von n=8 die Lactoferrin-Wirkung wahrscheinlich deutlicher zum
Vorschein bringen.

Zentek et al. (1998) hatten in ihrer Arbeit zwar in vitro einen starken Einfluss des von
ihnen verwendeten Probiotikums auf den Lactatgehalt und den pH-Wert des Kotes
herausgestellt, in vivo war eine derartige Wirkung jedoch nicht nachweisbar. Bei
denjenigen Welpen, die das Probiotikum erhielten, waren sogar die geringsten

Lactatwerte im Kot zu finden.

In den vorliegenden Untersuchungen fand, Gber den gesamten Versuchszeitraum
betrachtet, durch die Lactoferrinverabreichung eine Reduktion der Kot-TS um
durchschnittlich 0,4% statt. Dabei fallt die LF 60/95 ppm-Gruppe insofern aus dem
Rahmen, als sie als einzige Prebiotikumsgruppe héhere Trockensubstanzgehalte als
die Kontrolle aufwies. Lasst man diese Gruppe aulder acht, so ist in den anderen
Versuchsgruppen eine konzentrationsabhangige Verringerung der Trockensubstanz
von der Kontrolle (27,8%) zur LF 120 ppm-Gruppe (26,8%) um ein Prozent
festzustellen. Zu erklaren ist dieser Befund mit einer moglichen Veranderung der
resorptiven Funktionen des Dickdarmes aufgrund der modulierenden Wirkung des

Lactoferrins auf die gastrointestinale Bakterienflora.
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Zur exakten Beurteilung der Kot-TS hatte eigentlich Gber einen Zeitraum von
mehreren Tagen die gesamte Kotmenge sofort nach dem Absetzen gesammelt
werden sollen, um tageszeitliche und tageweise Unterschiede auszuschlie3en.

Dies war Uber die Dauer des Gesamtversuchs nicht moglich. Um die Fehlerquote zu
minimieren, wurde daher stichprobeweise der Kot mehrmals wdchentlich gesammelt
und eingefroren, und bei der Verarbeitung darauf geachtet, dass die Proben

mehrerer Entnahmen einer Woche zusammen verarbeitet wurden.

5 Einfluss des Lactoferrins auf das rote und weifRe Blutbild

Von Interesse ist die Entwicklung des roten Blutbildes und der Vergleich der Gruppen
untereinander insbesondere deshalb, da einige Autoren, darunter Kawakami,
Lénnerdal und Cox (1991,1979) Lactoferrin flr die Eisenabsorption im Darm als
essentiell erachten. Dieser Theorie zufolge kdnnte das rote Blutbild der
Kontrollgruppe deutlich geringere Erythrozyten, Hamoglobin- und Hamatokritwerte
aufweisen, als das der anderen Versuchsgruppen und der beim Muttertier
gebliebenen Welpen anderer Studien. Dennoch ist — in der entsprechenden

Literatur - auch bei nachgewiesener erhdhter Eisenaufnahme durch Lactoferrin nicht
zwingend ein Effekt auf das rote Blutbild zu entdecken. Chierici et al. (1992) stellten
fest, dass die erhdhte Lactoferrinzufuhr Uber die Babynahrung zwar zu héheren
Serum-Ferritinspiegeln, jedoch zu keiner Veranderung des roten Blutbildes der
Sauglinge fuhrte. Die interessante Frage, ob das zugesetzte Lactoferrin durch eine
moglicherweise erhohte Eisenresorption aus dem Darm Einfluss auf das rote Blutbild
ausubt, Iasst sich durch einen Vergleich der roten Blutbilder der Lactoferringruppen
mit der Kontrollgruppe beantworten.

Da zur Untersuchung des Blutes mittels Cell Dyn mindestens ein halber Milliliter Blut
notig ist, wurde das Blutbild erstmals im Welpenalter von 4 Wochen bestimmt. Wie
aus der Abbildung 4 hervorgeht, ist zu diesem Zeitpunkt aufgrund des Abbaus von
Hamoglobin und der Erythrozyten aus der Fetalzeit, aullerdem wegen der relativ
geringen Erythropoese, des schnellen Korperwachstums und der damit verbundenen
Vergroerung des Blutvolumens meist ein Tiefpunkt der Werte des roten Blutbildes

erreicht.
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Eine Auswirkung der Lactoferrin-Gabe liel3 sich anhand unserer Versuchsanordnung
nicht konstatieren, da zwischen diesen Werten - insgesamt gesehen - keine
signifikanten Unterschiede feststellbar waren. Differenzen bei den einzelnen
Entnahmen, die keinerlei Zusammenhang zum verabreichten Lactoferrin zeigten,
kénnen mit dem genetischen bzw. umweltbedingten Einfluss erklart werden.

Der Eisengehalt des Milchaustauschers lag mit 1 mg/100 ml Milchaustauscher
geringgradig uber dem Gehalt der Muttermilch (0,7 mg/100 ml). Eine etwas erhdhte
Eisenaufnahme im Darm aufgrund des Eisengehaltes im Milchaustauscher kann
deshalb nicht vollig ausgeschlossen werden. Selbst wenn Lactoferrin auf die
Eisenaufnahme im Darm eine Wirkung entfalten sollte, so konnten dennoch die
Auswirkungen im Rahmen dieser Untersuchung am roten Blutbild nicht belegt
werden.

Im Vergleich der Erythrozytenzahlen aller Gruppen (sowohl der Kontrolle als auch
der Lactoferringruppen) unseres Versuchs mit den in der Literatur angegebenen
Daten zeigt sich, dass unsere Tiere teilweise in der 8. Woche (2. Entnahme) sogar
deutlich hohere Erythrozytengehalte (durchschnittlich 5,4 x 10e/12/1) als in der
Vergleichsliteratur (4,9 x 10e/12/1) (Walser et al. 1990) aufwiesen. Der Hamatokrit
unserer Welpen lag anfangs etwas niedriger, Uberstieg in der 8. Lebenswoche den
Hamatokrit der Studie von Walser et al. jedoch um durchschnittlich 3 Prozentpunkte,
in der 12. Woche um 5 bis 6 %.

Die in der vorliegenden Untersuchung deutlich hervortretende, moglicherweise auf
Lactoferrin zurtickzufiUhrende Wirkung, ist der im folgenden mit Hilfe von Abbildungen
dargelegte Effekt auf das weilde Blutbild. Die Lactoferringruppen wiesen im Vergleich
zur Kontrollgruppe bei der 3. und 4. Entnahme in der 10. bis 12. Lebenswoche
signifikant erniedrigte Lymphozytenzahlen, sowie — damit verbunden - eine Erhéhung
der Leukozytenzahlen und des relativen Prozentanteils neutrophiler Granulozyten
auf.

Im Vergleich der Lactoferringruppen mit der Kontrolle war festzustellen, dass es in
dem genannten Zeitraum zu einer verringerten Anzahl der Leukozyten in den
Lactoferringruppen kam, wobei sich dieser Abfall als bedingt konzentrationsabhangig
erwies. Es ist moglicherweise so, dass der physiologische Anstieg der Leukozyten im

Alter von 4 bis 12 Wochen durch die Gabe von Lactoferrin gebremst werden kann.
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In der 12. Lebenswoche lagen schlielich bei den Welpen der Prebiotikumsgruppen,
insbesondere bei denen mit héher dosiertem Lactoferrin, die Leukozytenzahlen bis
zu dem Extrem von 5000 unter denen der Kontrolle und damit auch unter den in der
Literatur (Walser et al. 1990) zu findenden Angaben, da diese mit den Werten
unserer Kontrollgruppe Ubereinstimmen. Teilweise kam es bis zur 14. Woche jedoch
in den Lactoferringruppen zum spaten Anstieg der Leukozyten und damit

verbundenen Ausgleich gegenuber der Kontrollgruppe.
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Abbildung 8: Mittlere Leukozytenzahlen der Versuchsgruppen (*10e9/1) wahrend

des Versuchs unter Berucksichtigung der Standardabweichung

Die Ursache fur die niedrigen Gesamtleukozytenzahlen in den Lactoferringruppen bei
der 3., 4., und teilweise auch letzten Enthnahme wird offensichtlich, wenn man sich die
Lymphozyten in diesem Zeitraum betrachtet und mit der Kontrollgruppe vergleicht.
Durch die Lactoferrinfitterung wurden die mittleren Lymphozytenwerte der
Prebiotikumsgruppen um fast 28% reduziert, die der 3. Entnahme sogar um fast
48%. Damit machten sie insgesamt einen um 9% verringerten Anteil an den

Leukozyten aus.
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Die Produktion der Lymphozyten stieg bei allen Lactoferringruppen bei der 2.
Entnahme in der 8. Woche vorubergehend leicht an, sank dann im Unterschied zur
Kontrollgruppe im Alter von 10 Wochen ab und war am Ende des Versuchs noch
nicht an die der Kontrollgruppe angeglichen. Dabei waren bereits in der LF 30 ppm-
Gruppe in den meisten Fallen die geringsten Lymphozytenzahlen festzustellen.
Andere Grunde flr eine Lymphozytopenie, wie z.B. eine akute virale Infektion oder
Immundefizienz scheiden aus, da die Welpen gesund waren.

Bei der Reflektion der Griinde einer derartigen Veranderung der
Lymphozytenproduktion stellt sich die grundsatzliche Frage, ob Lactoferrin
ursachlich, oder durch Einflussnahme auf bestimmte immunologischen Mechanismen
moglicherweise die Produktion der Lymphozyten beeinflusste. Da die
Lymphozytenzahlen bei jungen Tieren sehr variabel sind und die
Standardabweichung v.a. in der Kontrollgruppe hoch ist, ist auch die Moglichkeit
eines Zufallsbefundes nicht auszuschliefl3en.

Bekanntermalen spielen Lymphozyten bei der Abwehr von Infektionskrankheiten, in
erster Linie solcher mit viraler Genese, eine Rolle. Man nimmt an, dass Lactoferrin
bei oraler Applikation die Fahigkeit besitzt, Uber intestinale Zellen und das GALT-
Gewebe auch systemische Wirkungen zu entfalten, bzw. direkt die Leukozyten im
GALT zu stimulieren, die anschlieRend systemisch aktiv werden (Tomita et al. 2002).
In der Literatur forderte Lactoferrin, im Gegensatz zu den von uns erzielten
Ergebnissen, beim Menschen (Zimecki 1998) und bei Mausen (Zimecki et al. 1991,
ligo et al. 1999, Wang et al. 2000, Kuhara et al. 2001) die Bildung von Lymphozyten
im Darm und im Blut, wobei bei den oben genannten Experimenten deutlich kurzere
Untersuchungszeitraume als in unserer Untersuchung angesetzt wurden.
Maglicherweise fuhrt Lactoferrin bei einem kurzen Applikationszeitraum bzw. zu
Beginn einer Verabreichung zur Proliferation der Lymphozyten, bei

Langzeitbehandlung jedoch zum gegenteiligen Effekt.

108



Diskussion

12

10 A

OKontrolle
BLF 30 ppm
OLF 60 ppm
OLF 60/95 ppm
BLF 120 ppm

Lymphozyten(*10e9/l)

1 2 3 4 5

Entnahmezeitpunkte

Abbildung 9: Mittlere Anzahl Lymphozyten der Versuchsgruppen (*10e9/l) wahrend

des Versuchs unter Berlcksichtigung der Standardabweichung

Mit der Reduktion der Lymphozytenzahlen ist in den Lactoferringruppen - wie aus der
Abbildung 10 hervorgeht - eine Steigerung des relativen Anteils neutrophiler
Granulozyten an den Leukozyten um durchschnittlich 14% und damit ein
vergleichsweise langsamer relativer Anstieg dieser Blutzellen in der Kontrollgruppe
zwischen der 8. und 12. Woche verbunden. Die absolute Anzahl neutrophiler

Granulozyten wurde jedoch von Lactoferrin nicht signifikant beeinflusst.
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Abbildung 10: Mittlere Anzahl neutrophiler Granulozyten der Versuchsgruppen in %
wahrend des Versuchs unter Berlcksichtigung der

Standardabweichung
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F Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals der Einsatz der prebiotisch wirksamen
Substanz Lactoferrin am Modell der mutterlosen Aufzucht von neonatalen Beagle-
Welpen gepruft. In einem 14 Wochen langen Futterungsversuch wurden dazu 23
Welpen am 3. Lebenstag von der Mutter getrennt und in eine Kontroll- und 4
Lactoferringruppen mit den Dosierungen 30, 60 und 120 ppm im Futter aufgeteilt. Sie
wurden mutterlos, anfangs mit Milchaustauscher und spater mit Trockenfutter
aufgezogen. Die Gewichtsentwicklung und Futteraufnahme wurde taglich ermittelt.
Der Kot jedes Welpen wurde in der 1., 4., 8. und 14. Lebenswoche mikrobiologisch
untersucht, Lactat- und Ammoniakwerte im Kot bestimmt, sowie der Kot-pH ermittelt.
Die Trockensubstanz des Kotes wurde wdchentlich untersucht. Das rote und weil3e
Blutbild wurde in der 4., 8., 10., 12. und 14. Woche bestimmt.

Bei allen Tieren konnten durch die Gabe von Lactoferrin signifikante Veranderungen
des weillen Blutbildes festgestellt werden. Die Lymphozytenzahlen der
Lactoferringruppen waren insbesondere zwischen der 10. und 12. Lebenswoche,
teilweise auch noch in der 14. Woche geringer als die der Kontrollgruppe.

Diese Reduktion konnte moglicherweise auf einer direkten oder indirekten
Einflussnahme auf deren Proliferation beruhen. Die Madoglichkeit eines

Zufallsbefundes ist jedoch nicht auszuschlie3en.

Eine signifikante Reduktion des Kot-Ammoniakgehaltes um durchschnittlich ein
Drittel konnte ab dem Alter von 8 Wochen in allen Lactoferringruppen festgestellt
werden. Ein moglicher Grund dafur konnten die antimikrobiellen Fahigkeiten des
Lactoferrins sein, die eine Hemmung und Reduktion proteolytisch aktiver Bakterien
im Darm, und damit eine Verringerung der Ammoniakproduktion durch den
bakteriellen Proteinabbau bewirken konnten. Da es sich hier um einen potentiell
schadlichen Metaboliten handelt, konnte eine Verringerung der im Darm gebildeten
Ammoniakmengen insbesondere fur den neonatalen Organismus, dessen
Entgiftungsmadglichkeiten noch nicht vollstandig entwickelt sind, moglicherweise eine
Entlastung darstellen. Zudem wird der unangenehme Geruch der Faeces durch die

Ammoniakdampfe reduziert.
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Bei der bakteriologischen Untersuchung des Kotes war tendenziell ein reduzierender
Effekt des Lactoferrins auf die aeroben Gesamtkeimzahlen und Enterococcen zu
erkennen, der jeweils bei der 4. Entnahme als signifikant eingestuft werden konnte.
Auch die Lactatkonzentrationen im Kot stiegen durch den Einfluss von Lactoferrin an;
auch hier jedoch nur bei der 4. Entnahme signifikant.

Eine derartige Modifikation der Darmflora des Welpen kénnte die Eubiosis, die eine
grundlegende Voraussetzung fur die Gesunderhaltung des Neugeborenen darstellt,

maoglicherweise unterstitzen.

Die Futteraufnahme und Gewichtsentwicklung blieb durch Lactoferrin unbeeinflusst;
auch dies ist positiv zu beurteilen, da beim Hund natirlich eine beschleunigte
Gewichtszunahme wegen der resultierenden Skelett- und Adipositasprobleme

unerwiinscht ware.
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G Summary

Petra Laur

Influence of lactoferrin on the organism of neonatal puppies

In the present study we investigated for the first time the influence of the prebiotic
substance Lactoferrin on the model of orphan-reared neonatal beagle-puppies. In a
trial lasting 14 weeks, 23 puppies were separated from their mothers at day 3 and
divided in one control- and 4 lactoferrin groups with the lactoferrin concentrations 30,
60 and 120 ppm in the food. At the beginning, they were raised with formula, and
later on with dogfood. Their weight and feed intake were recorded every day. The
feces of every puppy were examined microbiologically in the1®', 4™, 8" and 14" week,
and pH, lactate and ammonium concentrations were determined. The fecal dry
matter substance was investigated every week. Red and white blood cell

examinations have taken place in week 4, 8, 10, 12 and 14.

All animals had a significant change in the white blood cell count. The lymphocyte
counts of puppies receiving lactoferrin were lower than those of the control puppies,
especially at weeks 10, 12 and less so at week 14. This reduction could possibly be
explained by a direct or indirect influence on their proliferation. There is a certain

possibility that this effect took place by chance.

At week 8, a significant reduction in ammonium concentration by one third, probably
due to the inhibition of proteolytic bacteria by lactoferrin, could be detected In the
feces of all lactoferrin groups. A reason could be the antimicrobiological activities of
lactoferrin, which could inhibit proteolytic bacteria in the intestinum, and therefore
reduce the production of ammonium by protein degeneration. As ammonium is a
potentielly toxic metabolite, a reduction of ammonium produced in the intestine could
possibly be beneficial for the neonatal organism, because its possibilities for
detoxication are not fully developed yet. The bad fecal smell provoked by ammonium

is being reduced as well.

In the microbiological exam, reduced numbers of aerob bacteria and

enterococcaceae were seen in lactoferrin treated puppies (significant in sample 4).

113



Summary

The |-lactate concentration was increased in the feces of lactoferrin treated puppies

(primarily in sample 4). This modification of the intestinal microbiological flora may be

beneficial for developing neonatal puppies.

There was no adverse effect of lactoferrin on food intake and weight gain. This is

important. Too rapid weight gain has an detrimental effect on developing skeletal and
adipose tissue.
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