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I EINLEITUNG 

Die Zusammensetzung der intestinalen Mikroorganismen hat erhebliche 

Auswirkungen auf die Gesundheit des Wirts. Diese können sich sowohl in 

positiven Effekten wie der Aktivierung des Immunsystems, der Fermentation 

primär unverdaulicher Nahrungsbestandteile, in Barriereeffekten gegenüber 

pathogenen Mikroorganismen und/oder allergieprotektiven Eigenschaften äußern 

als auch in negativen Wirkungen, wie z. B. der Auslösung von Krankheiten durch 

Vermehrung pathogener Keime (Guarner und Malagelada, 2003; O'Hara und 

Shanahan, 2006). Die Entwicklung der Darmflora neugeborener Kälber ist bisher 

nur wenig erforscht (Smith, 1965; Lukas et al., 2007; Mayer et al., 2012). Dies 

überrascht, weil gerade in diesen ersten Lebenswochen die Weichen für das 

weitere Leben des Kalbes gestellt werden. Krankheiten in dieser frühen 

Entwicklungsphase führen nicht selten zum Tod des Tieres. Neben 

Atemwegserkrankungen stehen hier vor allem Durchfallerkrankungen im 

Vordergrund, welche besonders häufig bei sehr jungen Kälbern auftreten 

(Bothmer und Budde, 1992; Bendali et al., 1999a; Brändle, 2006). Bei 

überlebenden Tieren sind nachfolgend zumeist negative Auswirkungen auf die 

spätere Gesundheit und Leistungsfähigkeit des Rindes feststellbar (Donovan et al., 

1998b; Trilk und Münch, 2004). So ist es nicht verwunderlich, dass 

Kälberdurchfall die wirtschaftlich bedeutsamste Erkrankung in der 

Rinderaufzucht darstellt (Elze et al., 1994; Doll et al., 1995; Brändle, 2006). Das 

Hauptaugenmerk der meisten Untersuchungen zum Thema „Kälberdurchfall“ liegt 

in der Erforschung der verschiedenen durchfallauslösenden Erreger (Pohlenz et 

al., 1978; Perez et al., 1990; Viring et al., 1993; Virtala et al., 1996a). Im 

Vergleich dazu existieren nur wenige fundierte Untersuchungen zur Entwicklung 

der kommensalen - und möglicherweise protektiven - Darmflora von Kälbern. 

Profunde Kenntnisse über die physiologische Zusammensetzung der natürlichen 

Mikrobiota gesunder Kälber könnten jedoch Möglichkeiten der Einflussnahme, 

insbesondere durch den Einsatz solcher protektiver Bakterien als Probiotika, 

aufzeigen. 

Ziel dieser Forschungsarbeit ist es deshalb, die Entwicklung der mikrobiellen 

Dickdarmflora neugeborener Kälber innerhalb der ersten Lebenswoche zu 

analysieren und Unterschiede zwischen gesunden Kälbern und solchen, die eine 
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Durchfallerkrankung entwickeln, aufzuzeigen. Im Hinblick auf einen möglichen 

prophylaktischen Einsatz gilt ein besonderes Augenmerk den in Durchfallkälbern 

unterrepräsentierten Keimgruppen. Basierend auf diesen Ergebnissen sollen 

potentiell protektive Bakterien aus gesunden Kälbern isoliert und auf ihre Eignung 

für ein kälberspezifisches Probiotikum hin geprüft werden. Im zweiten Teil des 

Projektes wird die Durchfall-präventive Wirkung der ausgewählten Stämme auch 

direkt am Kalb geprüft.  
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II LITERATURÜBERSICHT 

1 Entwicklung,  Zusammensetzung und Funktion der 

intestinalen Mikrobiota 

1.1 Entwicklung der intestinalen Mikrobiota beim Kalb 

Die bakterielle Besiedelung des Intestinaltraktes des Neugeborenen beginnt 

bereits während des Geburtsvorgangs mit Keimen der Vaginal- und Fäkalflora des 

Muttertieres (Baier et al., 1967; Ducluzeau, 1983; Favier et al., 2003). Einige 

Studien sprechen sogar dafür, dass die bakterielle Besiedelung des neonatalen 

Magen-Darm-Trakts bereits vor der Geburt durch eine direkte Übertragung von 

Bakterien der Mutter auf den Fetus stattfindet (Jiménez et al., 2005; Jiménez et 

al., 2008; Satokari et al., 2009; Mshvildadze et al., 2010). Nach der Geburt wird 

die Zusammensetzung der intestinalen Mikroorganismen von der Keimflora des 

Speichels, der Milchdrüse und der Haut des Muttertieres, und ebenso von der 

unmittelbaren Umgebung des Neugeborenen geprägt. Auch die anschließende 

Fütterung beeinflusst die Zusammensetzung der Bakterienflora des Darmes 

(Hartman et al., 1966; Ducluzeau, 1983; Harmsen et al., 2000; Penders et al., 

2006; Malmuthuge et al., 2013). Zudem scheinen genetische Faktoren ebenfalls 

eine Rolle zu spielen (Benson et al., 2010; Mayer et al., 2012). Offenbar hat diese 

Erstbesiedelung langfristige Auswirkungen auf die Zusammensetzung der 

Darmflora. So konnte in der Darmflorazusammensetzung von durch Kaiserschnitt 

entbundenen Babys noch sechs Monate später ein Unterschied zur Flora natürlich 

geborener Babys festgestellt werden (Grönlund et al., 1999). Thompson et al. 

(2008) konnten zudem zeigen, dass die unmittelbare Umwelt, in der Ferkel 

gehalten werden, ebenfalls langanhaltende Effekte auf die Zusammensetzung der 

Darmbakterien hatte. Die Darmflora des neugeborenen Säugetieres unterliegt 

sowohl qualitativ als auch quantitativ noch erheblichen Schwankungen. Während 

einige Keimgruppen schon nach wenigen Tagen wieder verschwinden, etablieren 

sich andere Spezies erst nach einiger Zeit (Favier et al., 2003; Lukas et al., 2007; 

Thompson et al., 2008; Uyeno et al., 2010; Mayer et al., 2012). Fortschreitend 

nimmt zudem die Diversität und Komplexität der Mikroorganismengemeinschaft 

zu (Mayer et al., 2012; Moles et al., 2013). Dennoch scheint der dynamische 

Prozess der Erstbesiedelung, selbst speziesübergreifend, relativ einheitlich zu 
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verlaufen (Smith und Crabb, 1961; Smith, 1965). Da die erste bakterielle 

Besiedelung des Neugeborenen bereits im Geburtskanal oder sogar noch früher 

stattfindet, können zum Teil bereits im Mekonium Keime nachgewiesen werden. 

Moles et al. (2013) konnten sowohl mittels kultureller, als auch mittels 

molekularbiologischer Methoden im Mekonium frühgeborener Babys Keime 

verschiedener Gattungen nachweisen. Hierbei zeigten sich insbesondere 

grampositive Bakterien wie Staphylococcus spp., Enterococcus spp., 

Streptococcus spp., Lactobacillus spp. und Lactococcus spp. als dominante 

Gattungen. Des Weiteren ließen sich auch Clostridien und gramnegative 

Bakterien, wie z. B. Proteus spp., Citrobacter spp., Enterobacter spp. oder 

Pseudomonas spp. detektieren (Moles et al., 2013). Im Mekonium neugeborener 

Kälber konnten Mayer et al. (2012) mittels molekularbiologischer Verfahren 

Citrobacter spp. und Milchsäurebakterien wie Lactobacillus spp., Lactococcus 

spp. und Leuconostoc spp. als Erstbesiedler ausmachen. Zu diesem frühen 

Zeitpunkt unterscheidet sich die Darmflora der einzelnen Individuen noch sehr 

stark voneinander. Die mittels kultureller Verfahren ermittelten Keimgehalte von 

Mekoniumproben können sowohl Werte unterhalb von 101 KBE/g Kot als auch 

Werte von bis zu 108 - 109 KBE/g Kot erreichen (Ducluzeau, 1983; Moles et al., 

2013). Der Umfang der Besiedelung zum Zeitpunkt der Geburt hängt beim Kalb 

dabei erheblich von Verlauf und Dauer der Geburt ab (Baier et al., 1967). Zur 

Entwicklung der kälberspezifischen intestinalen Mikrobiota innerhalb der ersten 

Lebenswochen existieren nur wenige Studien. Dabei wurden einerseits kulturelle, 

andererseits molekularbiologische Verfahren angewendet. Vergleiche von 

kulturellen und molekularbiologischen Methoden lassen jedoch darauf schließen, 

dass nur etwa 20 - 50 % der Darmbakterien mittels Kultur detektierbar sind 

(Wilson und Blitchington, 1996; Suau et al., 1999). Dagegen wurden in den 

vorliegenden molekularbiologischen Studien Gesamtkeimzahlen zumeist nur 

semiquantitativ ermittelt bzw. lediglich das Verhältnis einzelner Bakteriengruppen 

zueinander bestimmt. 

Mittels kultureller Verfahren konnten folgende Beobachtungen gemacht werden: 

Der Darmtrakt des neugeborenen Kalbes wird innerhalb kürzester Zeit von 

E. coli, Clostridien und Enterokokken besiedelt. Diese Spezies überwiegen 

zahlenmäßig während der ersten zwei Lebenstage des Kalbes (Smith, 1965). 

Ca. 24 h nach der Geburt etablieren sich Laktobazillen im Magen-Darm-Trakt und 





Literaturübersicht     6 

Neuere, auf molekularbiologischen Methoden basierende Studien konnten bei 

Kälbern weitere Keime als Erstbesiedler ausmachen. Lukas et al. (2007) wiesen in 

ihrer Untersuchung an zwei Kälbern mittels PCR-DGGE beispielsweise E. coli 

und Bifidobacterium animalis nach. Zudem konnten sie Faecalibacterium 

prausnitzii ab dem 3. Tag nach der Geburt detektieren (Lukas et al., 2007). Auch 

andere molekularbiologische Studien weisen Faecalibacterium spp. als 

dominanten Besiedler des Intestinaltraktes von Kälbern aus (Uyeno et al., 2010; 

Oikonomou et al., 2013). Nach sechs Tagen wurde die Zusammensetzung der 

Mikroorganismen komplexer und zeigte deutliche Unterschiede zwischen 

einzelnen Kälbern. Darüber hinaus konnten ab diesem Zeitpunkt vermehrt bis 

dato noch nicht kultivierte Bakterien nachgewiesen werden (Lukas et al., 2007). 

Auch Mayer et al. (2012) beobachteten mittels PCR-SSCP nach sieben Tagen 

komplexere Profile und eine Häufung von bisher unkultivierten Bakterien. Als 

Erstbesiedler ermittelten sie Citrobacter spp. und neben Laktobazillen noch 

andere Milchsäurebakterien wie Lactococcus spp. und Leuconostoc spp. In 

Übereinstimmung mit kulturellen Studien wurden auch hier E. coli als dominante 

Bakterienspezies zwischen Tag 1 und Tag 7 identifiziert. Nach drei bis sieben 

Tagen nahm die Intensität der E. coli-Bande ab, während zeitgleich Banden von 

Bacteroides spp. an Intensität zunahmen. Des Weiteren konnten individuell etwas 

verschieden Clostridien ab ca. 24 - 48 h detektiert werden. (Mayer et al., 2012). 

Die initiale Besiedelung des Darmtraktes mit vorwiegend aeroben oder fakultativ 

anaeroben Bakterien trägt zur Schaffung eines geeigneten Milieus für die obligat 

anaeroben Darmbakterien bei, welche schließlich mit über 90 % den Großteil der 

Darmflora des erwachsenen Tieres ausmachen (Stark und Lee, 1982; Isik K., 

2004; Morelli, 2008). Die Zusammensetzung der Darmflora ausgewachsener 

Rinder unterscheidet sich deutlich von derjeniger junger Kälber. Laktobazillen, 

Enterokokken, Bifidobakterien und Enterobacteriaceae nehmen mit der Zeit ab, 

während Clostridien und Bacteroides zu den  dominanten Vertretern der 

Darmflora des adulten Rindes zählen (Ozutsumi et al., 2005; Dowd et al., 2008; 

Uyeno et al., 2010). Jedoch unterscheidet sich die Zusammensetzung der 

intestinalen Mikroorganismen auch individuell von Tier zu Tier (Durso et al., 

2010). Im Gegensatz zum Neugeborenen gibt es bei erwachsenen Individuen 

erhebliche Unterschiede in der Darmflorazusammensetzung zwischen den 

einzelnen Tierarten (Smith und Crabb, 1961; Ellis et al., 2013). Auch zeigt sich 

die intestinale Mikrobiota des Erwachsenen gegenüber externen Einflüssen, wie 
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beispielsweise diätetischer Beeinflussung, im Gegensatz zum Jungtier 

vergleichsweise stabil (Mackie et al., 1999; Guarner und Malagelada, 2003). 

1.2 Einfluss der intestinalen Mikrobiota auf die Gesundheit des Kalbes 

1.2.1 Metabolische Funktionen 

Die erste Lebensphase bis zum Absetzen mit 6 - 8 Wochen ist für das Kalb mit 

enormen strukturellen und metabolischen Veränderungs- und 

Anpassungsprozessen verbunden: In der ersten Phase nach der Geburt gelangt die 

aufgenommene Milch zunächst über die Schlundrinne ohne Passage des Pansens 

direkt in den Labmagen. Funktionell unterscheidet sich das Milchkalb daher nur 

wenig von einem monogastrischen Tier (Moran, 2002). Mit der Aufnahme fester 

Nahrungsbestandteile entwickelt sich das Kalb schließlich durch Ausbildung der 

Vormägen zum funktionellen Wiederkäuer (Davis und Drackley, 1998). Dabei 

muss sich der gesamte Magen-Darm-Trakt auf die veränderte Nahrung umstellen. 

Hierfür spielt die Ansiedelung einer stabilen Mikroorganismenpopulation im 

Gastrointestinaltrakt des Kalbes eine entscheidende Rolle. Erst durch die 

mikrobielle Fermentation rohfaserreicher Nahrung zu kurzkettigen Fettsäuren 

werden das Wachstum und die Reifung des Vormagen- und Darmepithels 

stimuliert und damit die effektive Energiegewinnung aus pflanzlicher Nahrung 

ermöglicht (Davis und Drackley, 1998; Guarner und Malagelada, 2003). Neben 

der Nutzbarmachung von Energie aus per se unverdaulichen 

Nahrungsbestandteilen und endogen produziertem Schleim der Epithelschicht, 

spielen die Mikroorganismen des Magen-Darm-Trakts auch bei der 

Vitaminsynthese (Vitamin K, Biotin, Folsäure) und der Absorption von Kalzium-, 

Magnesium- und Eisenionen eine wichtige Rolle für den Wirt (Conly et al., 1994; 

Miyazawa et al., 1996; Hill, 1997; Hooper und Gordon, 2001; Younes et al., 

2001; Hooper et al., 2002; Guarner und Malagelada, 2003). 

1.2.2 Strukturelle und immunologische Funktionen 

Aufgrund des Aufbaus der Plazenta von Wiederkäuern (Placenta 

epitheliochorialis) ist eine transplazentare Übertragung von Immunglobulinen 

nicht möglich (Schnorr und Kressin, 2011). Erst die Aufnahme von Kolostrum 

unmittelbar nach der Geburt führt zu einer ausreichenden Versorgung des Kalbes 

mit Immunglobulinen (Rademacher, 2007). Die Aufnahme der Immunglobuline 

wird nur durch die kurzzeitig nach der Geburt erhöhte Permeabilität des 
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Darmepithels ermöglicht (Jochims et al., 1994). Jedoch erleichtert die schwache 

Barriere der Darmschleimhaut auch das Eindringen von Toxinen und Bakterien, 

wodurch Entzündungen und Infektionen begünstigt werden (Patel und Lin, 2010). 

Einhergehend mit der Bildung neuer Epithelzellen sinkt bei Kälbern innerhalb von 

24 h nach der Geburt die Permeabilität der Darmmukosa rapide ab (Jochims et al., 

1994). Kommensale Darmbakterien beeinflussen die Proliferation und 

Differenzierung der intestinalen Epithelzellen (Alam et al., 1994; Gordon et al., 

1997; Hooper und Gordon, 2001). Zusätzlich wird die Epithelbarriere durch die 

Anwesenheit bestimmter Bakterien, wie beispielsweise Laktobazillen, gestärkt, 

indem die Expression von Tight-Junction-Proteinen direkt beeinflusst wird 

(Isolauri et al., 1993; Malmuthuge et al., 2013). Das intakte Darmepithel stellt 

zusammen mit der Darmflora eine Barriere gegen das Eindringen von pathogenen 

Mikroorganismen, Antigenen und anderen Substanzen aus dem Darmlumen dar 

(Holzapfel et al., 1998).  

Neben diesen Barrieremechanismen kommt insbesondere dem darmassoziierten 

lymphatischen Gewebe (GALT; gut-associated lymphoid tissue) eine besondere 

Schutzfunktion gegenüber Infektionserregern zu (Holzapfel et al., 1998; Frick und 

Autenrieth, 2009). Es stellt mit beinahe 80 % aller Immunglobulin produzierenden 

Zellen das größte lymphatische Organ des Körpers dar (Shanahan, 1994). Reifung 

und Entwicklung des Immunsystems hängen von Geburt an mit der Entwicklung 

und Zusammensetzung der kommensalen Mikroorganismen zusammen (Guarner 

und Malagelada, 2003; Nousiainen et al., 2004). Dies wird insbesondere an 

keimfrei gehaltenen Tieren deutlich: Im Vergleich zu konventionell gehaltenen 

Tieren zeigen sie Verminderungen in der Vaskularität, der Enzymaktivität, der 

Muskelwanddicke und der Cytokinproduktion im Darm. Zudem sind ihre 

Peyer´schen Plaques kleiner, die Anzahl der intraepithelialen Lymphozyten 

verringert und ihr Serumimmunglobulinspiegel erniedrigt (Thompson und 

Trexler, 1971; Falk et al., 1998; Butler et al., 2000; Tannock, 2001). Insgesamt 

zeigen solche keimfrei gehaltenen Tiere eine erhöhte Anfälligkeit gegenüber 

Infektionen (Collins und Carter, 1978; Fuller, 1978; Cebra, 1999). Während das 

intakte Immunsystem auf pathogene Mikroorganismen mit einer 

Inflammationsreaktion reagiert, sollte gegenüber apathogenen Keimen und 

Nahrungsbestandteilen keine Reaktion ausgelöst werden („orale Toleranz“) (Frick 

und Autenrieth, 2009). Dieser Mechanismus ist jedoch bei keimfrei gehaltenen 
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1) Konkurrenz um Adhäsionsrezeptoren  

Die Ansiedelung von Bakterien im Darmtrakt hängt von ihrer Fähigkeit zur 

Bindung an das intestinale Epithel ab, da sie so einer Ausschwemmung durch die 

Darmperistaltik entgehen können (Ouwehand und Vesterlund, 2004). Die 

Fähigkeit zur Adhärenz ist mitunter auch ein entscheidendes Kriterium für die 

Pathogenität von Bakterien (Mayr, 2007). Kommensale Darmbakterien können 

pathogene Bakterien verdrängen, indem sie mit ihnen um Ligandenstellen an der 

Darmschleimhaut konkurrieren und damit die Anheftung pathogener 

Mikroorganismen an die Darmzellen verhindern (Fuller, 1992; Nousiainen et al., 

2004; Servin, 2004; Sengupta et al., 2013). Neeser et al. (2000) konnten 

beispielsweise zeigen, dass L. johnsonii La 1 über Oberflächenadhäsine verfügt, 

die auch bei verschiedenen Enteropathogenen vorkommen. Diverse Studien 

belegen, dass einige Laktobazillenstämme die Bindung verschiedener 

Darmpathogene (E. coli, Salmonella Typhimurium, Salmonella Enteritidis, 

Yersinia pseudotuberculosis, Listeria monocytogenes, Klebsiella pneumoniae) an 

die Darmschleimhaut verhindern können (Coconnier et al., 1993; Bernet et al., 

1994; Forestier et al., 2001; Lee et al., 2003; Gusils et al., 1999). 

2) Konkurrenz um Nährstoffe 

Bakterien der autochthonen Intestinalflora konkurrieren um verfügbare Nährstoffe 

im Darm und können somit unter Umständen die Vermehrung pathogener Keime 

verringern (Fuller, 1992; Hooper et al., 1999).  

3) Bildung antimikrobiell wirksamer Substanzen 

Einen weiteren schützenden Effekt stellt möglicherweise die Bildung 

antimikrobiell wirksamer Substanzen dar (Lievin et al., 2000; Ouwehand und 

Vesterlund, 2004; Volzing et al., 2013). Die Bildung antimikrobieller Substanzen 

durch Milchsäurebakterien dient traditionell der Konservierung von 

Lebensmitteln, wie beispielsweise der Haltbarmachung von Milch, Fleisch und 

Gemüse durch Fermentation (Ouwehand und Vesterlund, 2004). In vitro konnte 

die Wirksamkeit verschiedener antimikrobieller Substanzen gegen pathogene 

Mikroorganismen bereits unter Beweis gestellt werden (Axelsson et al., 1989; 

Lievin et al., 2000). Ob diese Substanzen jedoch auch im Intestinaltrakt eine 

protektive Funktion erfüllen, ist noch nicht vollständig geklärt (Nousiainen et al., 

2004). 
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Bakteriozine 

Bakteriozine sind ribosomal synthetisierte, antimikrobielle Proteine mit hohem 

Molekulargewicht, die von einer Vielzahl von Bakterien gebildet werden. Durch 

Erkennung spezifischer Oberflächenrezeptoren gelangt das Bakteriozin in das 

Zellinnere und entfaltet seine Wirkung durch Bildung von Ionenkanälen in der 

Zytoplasmamembran, durch Degradation der zellulären DNA, durch Hemmung 

der Proteinsynthese oder durch Zelllyse (Ouwehand und Vesterlund, 2004; Riley, 

2011). Während früher davon ausgegangen wurde, dass Bakteriozine nur nahe 

verwandte Stämme oder Spezies abtöten (Tagg et al., 1976), verfügen sie 

tatsächlich häufig über ein großes Wirkspektrum gegen grampositive, und, zu 

einem geringeren Anteil, auch gegen gramnegative Bakterien (Cintas et al., 2011). 

Zu den Bakteriozinen zählen beispielsweise das von Lactococcus lactis gebildete 

Nisin oder das von Lactobacillus plantarum gebildete Plantaricin (Ouwehand und 

Vesterlund, 2004). 

Niedermolekulare antimikrobielle Substanzen 

Neben ihrem niedrigen Molekulargewicht haben diese Substanzen weitere 

Gemeinsamkeiten: Sie sind thermostabil, weisen ein breites Aktivitätsspektrum 

auf und sind zudem löslich in Aceton (Ouwehand und Vesterlund, 2004). Zu 

diesen Substanzen zählt beispielsweise das von Lactobacillus reuteri gebildete 

Reuterin (3-Hydroxypropionaldehyd; 3-HPA), das mit Hilfe der Glycerol-

Dehydratase aus Glycerol gebildet wird (Talarico et al., 1988; Talarico und 

Dobrogosz, 1989). Reuterin verfügt über ein breites Wirkspektrum gegen 

Bakterien, Pilze und Protozoen (Axelsson et al., 1989; Cleusix et al., 2007). 

3-HPA kann in wässrigen Lösungen verschiedene Formen annehmen    

(Abbildung 2). Aufgrund der unterschiedlichen Strukturen, die Reuterin annimmt, 

ist der Wirkmechanismus bislang noch nicht vollständig geklärt. Eine Hypothese 

besagt, dass das Dimer des Reuterins, welches Ähnlichkeiten mit der Ribose 

aufweist, als kompetitiver Inhibitor der Ribonukleotid-Reduktase fungiert und 

damit zu einer Hemmung der DNA-Synthese führt (Talarico und Dobrogosz, 

1989). Neure Studien deuten jedoch darauf hin, dass die Aldehydgruppe des 

Reuterins mit Thiolgruppen und primären Aminen interagiert und dadurch 

Proteine inaktivieren kann (Vollenweider und Lacroix, 2004; Schaefer et al., 

2010). 
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Abbildung 2: Reuterin (3-HPA) und seine verschiedenen Formen (Schaefer 
et al., 2010) 

 

Reutericyclin ist eine weitere niedermolekulare, antimikrobielle Substanz, die von 

einigen L.-reuteri-Stämmen produziert wird. Es handelt sich um ein negativ 

geladenes, stark hydrophobes Molekül, welches als Protonen-Ionophor wirkt. Die 

antimikrobielle Wirkung erstreckt sich auf eine Vielzahl von grampositiven 

Bakterien; gramnegative Bakterien erweisen sich hingegen aufgrund von 

Barriereeigenschaften ihrer äußeren Membran als resistent (Höltzel et al., 2000; 

Gänzle, 2004). Die Fähigkeit zur Bildung von potenten antimikrobiellen 

Komponenten zusätzlich zu Bakteriozinen ist unter den Milchsäurebakterien 

einzigartig für L. reuteri (Gänzle, 2004). 

Diacetyl 

Diacetyl wird von Milchsäurebakterien verschiedener Gattungen gebildet. 

Gramnegative Bakterien und Hefen zeigen sich besonders sensibel gegenüber 

Diacetyl, während Milchsäurebakterien am wenigsten beeinflusst werden. Dies 

liegt vermutlich an der Interaktion mit dem Arginine-Binding-Protein 

gramnegativer Bakterien, wodurch die Verfügbarkeit der Aminosäure Arginin 

eingeschränkt wird (Lindgren und Dobrogosz, 1990; Ouwehand und Vesterlund, 

2004). 

Wasserstoffperoxid 

Milchsäurebakterien sind durch verschiedene Enzyme (z. B. NADH-Oxidase, 

Superoxid-Dismutase) in der Lage, Wasserstoffperoxid (H2O2) zu bilden. H2O2 

wirkt aufgrund seines starken oxidativen Potentials bakterizid, indem es 

Sulfhydrylgruppen von Proteinen und Membranlipiden oxidiert. Zudem 
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katalysiert die Lactoperoxidase (LPO), die z. B. in Milch und Speichel vorkommt, 

die Oxidation von H2O2 und Thiocyanat zu Hypothiocyanit, welches auf 

grampositive Bakterien einen bakteriostatischen, auf gramnegative Bakterien 

jedoch einen bakteriziden Effekt hat (Lindgren und Dobrogosz, 1990; Ouwehand 

und Vesterlund, 2004). 

Organische Säuren 

Bei der Fermentation von Zuckern durch Laktobazillen entstehen organische 

Säuren wie Milchsäure oder Essigsäure. Im Vergleich zur Milchsäure erweist sich 

Essigsäure als stärkerer Inhibitor, mit einem breiten Wirkspektrum gegen Hefen, 

Schimmelpilze und Bakterien. Allerdings scheinen sich beide Säuren 

synergistisch zu beeinflussen, da eine Mischung aus beiden Säuren effektiver 

wirkt als jede Säure für sich (Rubin, 1978). Neben der pH-Wert-senkenden 

Wirkung zeigt Milchsäure zudem einen permeabilisierenden Effekt auf die 

Zellmembran (stärker als HCl) und kann damit die Wirkung anderer 

antimikrobieller Stoffe potenzieren (Alakomi et al., 2000). 

1.3 Probiotika  

1.3.1 Definition und Wirkungsweise 

Die Geschichte der Probiotika geht auf den Nobelpreisträger Elie Metchnikoff 

zurück, der in seinem Buch „The prologation of life“ bereits 1907 die Einnahme 

von laktobazillenhaltigem Joghurt als gesundheitsfördernd und lebensverlängernd 

ansah und dies auf eine Veränderung der Darmflora zurückführte (Metchnikoff, 

1907). Basierend auf seinen Ideen wurde der erste industriell hergestellte Joghurt 

entwickelt, der zur Behandlung von durchfallkranken Kindern dienen sollte 

(Vrese und Schrezenmeir, 2008). Die erste allgemein anerkannte Definition für 

das Wort “Probiotikum” stammt von Fuller (1989): [a probiotic is] „a live 

microbial feed supplement which beneficially affects the host animal by 

improving its intestinal microbial balance”. Spätere Definitionen, wie 

beispielsweise die der FAO/WHO (2001), beziehen sich nicht nur auf die 

Auswirkungen auf die Darmflora, sondern auf die Gesundheit im Allgemeinen 

und schließen zudem den Menschen als Wirt ein: [probiotics are] „live 

microorganisms which when administered in adequate amounts confer a health 

benefit on the host“. 
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Über die bereits in 1.2 dargelegten Mechanismen können probiotische 

Mikroorganismen Einfluss auf die Gesundheit des Wirtes nehmen. Neben der 

direkten Wirkung auf pathogene Mikroorganismen (Produktion antimikrobieller 

Substanzen, Konkurrenz um Bindungsstellen, Konkurrenz um Nährstoffe), 

können sie auch Bakterien der autochthonen Darmflora, die ihrerseits über 

positive Eigenschaften verfügen, beeinflussen (Fuller, 1992; O'Hara und 

Shanahan, 2007). Beispielsweise fördert der als Probiotikum verwendete Stamm 

Enterococcus faecium SF68 die Regeneration subletal geschädigter Lactobacillus 

reuteri nach Antibiotikaanwendung (Du Toit et al., 1998). Des Weiteren können 

sie über die Stärkung der Schleimhautbarriere des Darms die Schutzfunktionen 

gegenüber eindringenden Pathogenen erhöhen (Holzapfel et al., 1998; O'Hara und 

Shanahan, 2007). Zudem wirkt sich der Einsatz probiotischer Mikroorganismen 

durch Modulationen des Immunsystems auch auf andere Organe aus (Fuller, 

1992; Vrese und Schrezenmeir, 2008). 

1.3.2 Auswahlkriterien für Probiotika 

Holzapfel et al. (1998) nennen 3 Kategorien, die als Kriterien für die Auswahl 

probiotischer Bakterien herangezogen werden: 

Allgemeine mikrobiologische Kriterien 

Hierunter fällt als wichtigstes Kriterium die Sicherheit für den Wirt, also die 

Apathogenität des ausgewählten Stammes (Holzapfel et al., 1998). Insbesondere 

Laktobazillen werden aufgrund ihrer langen und weit verbreiteten Anwendung als 

probiotische Bakterien als sicher eingestuft (FAO/WHO, 2001; Ouwehand et al., 

2002). Sie besitzen im Allgemeinen GRAS-Status (generally recognized as safe), 

da sie als kommensale Darmbakterien nur äußerst selten mit Krankheiten in 

Verbindung gebracht werden (Salminen et al., 1998). Auch Laktokokken und 

Bifidobakterien weisen keine pathogenen Eigenschaften auf (Aguirre und Collins, 

1993). Die wenigen Fälle, bei denen Laktobazillen eine Infektion verursachten, 

traten zumeist bei Patienten mit schweren zugrundeliegenden Vorerkrankungen 

oder Immunsuppression auf (Saxelin et al., 1996; Husni et al., 1997). Im 

Gegensatz dazu werden Enterokokken häufiger mit nosokomialen Infektionen wie 

Bakteriämie und Endokarditis in Verbindung gebracht. Zudem spielen sie eine 

Rolle in der Übertragung von Resistenzgenen gegen Antibiotika, insbesondere 

Vancomycin (Salminen et al., 1998; Franz et al., 2011). Wie bei Enterokokken 
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können auch bei anderen probiotischen Mikroorganismen Antibiotikaresistenzen 

auftreten, die unter Umständen auf andere, möglicherweise pathogene Bakterien 

übertragen werden können (Salminen et al., 1998). Bei der Auswahl probiotischer 

Bakterienstämme sollte daher darauf geachtet werden, dass sie keine 

übertragbaren Antibiotika-Resistenzgene enthalten (FAO/WHO, 2002). Von der 

EFSA (2012a) wurden diesbezüglich Cut-off-Werte zur Bestimmung der 

phänotypischen Resistenzen probiotisch häufig eingesetzter Bakterien gegenüber 

verschiedenen Antibiotika festgelegt. 

Neben dem Sicherheitsaspekt zählt zu den allgemeinen mikrobiologischen 

Kriterien auch das Überleben des ausgewählten Stammes während der Magen-

Darm-Passage (Holzapfel et al., 1998; Ouwehand et al., 2002). Aufgrund der 

wirtsspezifischen Wechselwirkungen spielt zudem der Ursprung des Stammes 

eine Rolle (Holzapfel et al., 1998; Saarela et al., 2000; Ouwehand et al., 2002). So 

wird durch indigene Bakterienstämme eine wesentlich bessere Ansiedelung und 

eine deutlich stärkere Aktivierung des Immunsystems erreicht als mit artfremden 

Bakterien (Fuller, 1997; Vinderola et al., 2004). Auch bei Kälbern konnten 

beispielsweise Gilliland et al. (1989) bei der Verabreichung von Lactobacillus 

acidophilus bessere Effekte mit einem kälberspezifischen Stamm erzielen. 

Technologische Kriterien 

Die technologischen Kriterien spiegeln wider, inwieweit sich ein Stamm für die 

industrielle Herstellung eines probiotischen Produktes eignet. Hierbei spielen 

Anzuchtbedingen sowie Verarbeitungs- und Haltbarkeitsaspekte eine wichtige 

Rolle (Holzapfel et al., 1998; Saarela et al., 2000). 

Funktionale Kriterien 

Funktionale Kriterien beziehen sich auf die gesundheitsfördernden Wirkungen 

eines ausgewählten Stammes. Hierzu können sowohl die zugrundeliegenden 

Wirkmechanismen (s. 1.2) als auch die resultierenden klinischen Effekte 

betrachtet werden (Holzapfel et al., 1998; Saarela et al., 2000). Bei der Bewertung 

der funktionalen Eignung eines Stammes werden in vitro insbesondere folgende 

Eigenschaften überprüft: antimikrobielle Aktivität, Bindungseigenschaften an 

intestinale Epithelzellen und immunmodulatorische Eigenschaften (Salminen et 

al., 1998; Saarela et al., 2000). 
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1.3.3 Als Probiotika verwendete Mikroorganismen 

Als Probiotika finden viele verschiedene Mikroorganismen-Arten Verwendung. 

Am häufigsten werden jedoch Milchsäurebakterien, allen voran Laktobazillen, 

aber auch Enterokokken, eingesetzt (Salminen et al., 1998). 

1.3.3.1 Gattung Lactobacillus 

Laktobazillen sind grampositive, kokkoide bis fadenförmige Stäbchenbakterien, 

die keine Sporen ausbilden. Sie verhalten sich mikroaerophil bis anaerob und 

zeigen sich tolerant gegenüber niedrigen pH-Werten. Innerhalb der 

Milchsäurebakterien stellen sie mit 97 Spezies die artenreichste Gattung dar 

(Dellaglio und Felis, 2005). Laktobazillen verwerten Glucose entweder 

homofermentativ, einhergehend mit der Produktion von über 85 % Milchsäure, 

oder heterofermentativ, wobei Milchsäure, CO2 und Ethanol gebildet werden. 

Laktobazillen stellen komplexe Ansprüche an ihre Ernährung und kommen daher 

besonders in kohlenhydratreichen Lebensräumen vor. Natürliches Habitat sind 

Schleimhäute von Mensch und Tier (Mundhöhle, Vagina, Intestinaltrakt), 

Pflanzen und fermentierte Lebens- und Futtermittel (Hammes und Vogel, 1995; 

Dellaglio und Felis, 2005). Die Schwierigkeit der taxonomischen Einordnung der 

Laktobazillenarten liegt in der Diskrepanz zwischen metabolischen Eigenschaften 

und phylogenetischen Beziehungen (Dellaglio und Felis, 2005). Anhand des 

Fermentationstyps werden Laktobazillen in drei Gruppen unterteilt: Gruppe A 

(obligat homofermentativ), Gruppe B (fakultativ heterofermentativ) und Gruppe C 

(obligat heterofermentativ) (Hammes und Vogel, 1995). Basierend auf 

phylogenetischen Verwandtschaftsbeziehungen wird die Gattung nach Dellaglio 

und Felis (2005) in acht Gruppen unterteilt. Dies sind die L.-buchneri-Gruppe, die 

L.-delbrueckii-Gruppe, die L.-casei-Gruppe, die L.-plantarum-Gruppe, die 

L.-reuteri-Gruppe, die L.-sakei-Gruppe, die L.-salivarius-Gruppe und die 

L.-brevis-Gruppe.  

Laktobazillen gelten im Allgemeinen als sicher für die Anwendung als 

Probiotikum, da sie nur in seltenen Ausnahmefällen mit opportunistischen 

Infektionen in Verbindung gebracht werden (Borriello et al., 2003). Sowohl in der 

Human- als auch in der Veterinärmedizin werden Laktobazillen am häufigsten für 

die Verwendung als Probiotikum eingesetzt (Ouwehand et al., 2002). In 

klinischen Studien werden hierfür insbesondere Stämme von L. rhamnosus, 

L. casei, L. reuteri, L. johnsonii und L. plantarum verwendet (Saarela et al., 
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2000). Bei ihnen konnten zum Teil bereits verschiedene positive Effekte wie z. B. 

die Prävention oder verbesserte Therapie von Durchfällen beobachtet werden 

(Isolauri et al., 1991; Bennett et al., 1996; Shornikova et al., 1997a; Shornikova et 

al., 1997b). 

1.3.3.2 Gattung Enterococcus 

Enterokokken sind grampositive, sporenlose, fakultativ anaerobe Kokken, die 

sowohl einzeln als auch in Paaren oder in Ketten auftreten (Foulquié Moreno et 

al., 2006). Bis in die 1980er Jahre wurden sie zu den Streptokokken gezählt, bis 

diese in die Gattungen Streptococcus, Lactococcus und Enterococcus unterteilt 

wurden (Devriese und Pot, 1995). Zu den Enterokokken werden 37 Arten gezählt, 

die aufgrund genetischer Verwandtschaftsanalysen in 7 Gruppen unterteilt werden 

(Franz et al., 2011). Enterokokken kommen in zahlreichen Habitaten, wie 

beispielsweise im Erdboden und Abwasser, auf Pflanzen und im 

Gastrointestinaltrakt von Mensch und Tier vor. Daher spielen Enterokokken auch 

bei Kontaminationen tierischer Produkte eine wichtige Rolle (Franz et al., 2011). 

Enterokokken sind äußerst widerstandsfähig, wachsen bis auf wenige Ausnahmen 

bei Temperaturen zwischen 10 und 45 °C und sind relativ unempfindlich 

gegenüber Hitze und hohen pH-Werten (Foulquié Moreno et al., 2006). Wie 

Laktobazillen werden auch Enterokokken als Probiotika eingesetzt. Sie werden 

insbesondere als Zusatzstoffe in der Geflügel- und Schweineernährung eingesetzt, 

zum Teil jedoch auch als Therapeutikum für Menschen. Während Ent. faecium 

vor allem als Probiotikum für Tiere Verwendung findet, wird Ent. faecalis in 

erster Linie im Humanbereich eingesetzt (Klein et al., 1998). Bei einigen 

Stämmen konnten positive Effekte bei der Behandlung von Durchfällen bzw. bei 

der Verhinderung der Adhäsion pathogener Bakterien an die Darmmukosa 

beobachtet werden (Underdahl et al., 1982; Zeyner und Boldt, 2006; Bednorz et 

al., 2013). Aufgrund der Bedeutung als Infektionserreger und der möglichen 

Gefahr der Übertragung von Resistenzgenen spricht sich die FAO/WHO (2001) 

jedoch gegen eine Verwendung von Enterokokken als Probiotikum im 

Humanbereich aus. 

1.3.3.3 Weitere als Probiotika verwendete Mikroorganismen 

Neben Laktobazillen und Enterokokken werden noch weitere Bakterien als 

Probiotika verwendet; darunter beispielsweise verschiedene Bifidobacterium-
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Spezies (Bifidobacterium animalis, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium 

longum), Laktokokken (Lactococcus lactis), Streptokokken (Streptococcus 

thermophilus), Bazillen (Bacillus cereus var. toyoi) und Escherichia coli (E. coli 

„Nissle 1917“). Darüber hinaus werden auch Pilze (z. B. Saccharomyces 

cerevisiae) als Probiotika eingesetzt (Fuller, 1992; Holzapfel et al., 1998; Vrese 

und Schrezenmeir, 2008). 

1.3.4 Probiotika beim Kalb 

Zum Einsatz und zur Wirkung von Probiotika speziell beim Kalb existieren nur 

wenige wissenschaftliche Publikationen, die im Folgenden näher erläutert werden 

sollen: In einer kürzlich veröffentlichten Studie verabreichten Malik und Bandla 

(2010) verschiedene Probiotika (Lactobacillus acidophilus, Saccharomyces 

cerevisiae, Aspergillus niger) und exogene fibrolytische Enzyme an Büffelkälber. Sie 

konnten einen positiven Effekt hinsichtlich täglicher Zunahmen und 

Fütterungseffizienz nachweisen. Fleige et al. (2009) zeigten eine gewisse 

immunmodulatorische Wirkung von mit Enterococcus faecium versetzten 

Milchaustauschern auf. Ein probiotisches Präparat für Tiere, entwickelt auf der Basis 

der aeroben Intestinalflora des Menschen, bestehend aus Escherichia coli G35No1-

413, G35No2-412, G35No3-411 und Enterococcus faecalis G35No4-410, wurde in 

der Ukraine zur Zulassung angemeldet, nachdem ein positiver Effekt auf den Protein- 

und Mineralmetablismus verzeichnet wurde (Rieznichenko et al., 2008). 

Lactobacillus casei ssp. casei soll die Milchleistung steigern (Yasuda et al., 2007). 

Donovan et al. (2002) stellten fest, dass das Probiotikum Enteroguard, eine Mischung 

aus Fructooligosacchariden, Allicin und nicht näher definierten Probiotika, 

hinsichtlich täglicher Zunahmen und Fütterungseffizienz ebenso wirksam ist wie 

(EU-weit nicht mehr zugelassene (EG 1831/2003)) antibiotikahaltige 

Milchaustauscher. Die Verabreichung ausgewählter Bakterienisolate, wie z. B. E. 

coli, Streptococcus bovis LCB 6 und Lactobacillus gallinarum LCB 12, teilweise in 

Kombination, führte meist zu einer Reduktion der Ausscheidung von 

enterohämorrhagischen E. coli (EHEC) bei experimentell infizierten Kälbern (Ohya 

et al., 2000; Tkalcic et al., 2003, Zhao, 2003; Schamberger et al., 2004). Eine 

eventuelle durchfallprophylaktische Wirkung der jeweiligen Probiotika wurde in 

diesen Studien nicht erfasst.  

Folgende Studien berücksichtigen auch die Auswirkungen auf die Darmgesundheit: 

Abe et al. (1995), Galvao et al. (2005) sowie Mokhber-Dezfouli et al. (2007) 
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registrierten im Vergleich zur Kontrollgruppe eine niedrigere Anzahl 

durchfallkranker Kälber nach der Verabreichung von Bifidobacterium pseudolongum, 

Lactobacillus acidophilus, Saccharomyces cerevisiae und nicht näher definierten 

Probiotika. Der Einsatz von Lactobacillus rhamnosus GG führte zu einer messbaren, 

jedoch statistisch nicht signifikanten Senkung der Mortalitätsrate und zu einer nicht 

signifikanten Erhöhung der Trockenmasse im Kot durchfallkranker Kälber 

(Ewaschuk et al., 2004; Ewaschuk et al., 2006). In der Studie von Cruywagen et al. 

(1996) zeigten sich bei Fütterung mit Lactobacillus-acidophilus-haltigem 

Milchaustauscher positive Auswirkungen auf das Körpergewicht; eine Reduktion der 

Durchfallhäufigkeit war jedoch nicht feststellbar. Magalhaes et al. (2008) stellten fest, 

dass eine Behandlung mit Saccharomyces cerevisiae Durchfälle zwar nicht 

verhindern, aber anscheinend zumindest zu einer Verkürzung der Dauer sowie zu 

einer Reduktion der Ausprägung der klinischen Symptome führen kann. Erhard et al. 

(2000) verabreichten Kälbern das Probiotikum ToyoCerin® (Fa. Lohmann Animal 

Health), welches den Stamm Bacillus cereus var. toyoi enthält. Sie konnten damit 

geringfügige Verbesserungen bei der Durchfalldauer und einen leicht verzögerten 

Durchfallbeginn feststellen.  

Zusammenfassend scheinen verschiedene Probiotika insgesamt gewisse positive 

Effekte auszulösen - der durchschlagende Erfolg im Hinblick auf die 

Durchfallprävention bei Kälbern wurde jedoch noch nicht erzielt. Die in den 

genannten Studien als Probiotika eingesetzten Mikroorganismen wurden meist nicht 

direkt aus dem Rind, sondern z. B. aus Menschen bzw. anderen Tierarten isoliert und 

ursprünglich nicht primär für den Einsatz beim Kalb entwickelt. Daher verfolgten 

Nader-Macias et al. (2008) den Ansatz der Entwicklung eines „rinderspezifischen“ 

Probiotikums, indem sie verschiedene Milchsäurebakterien aus Vaginaltrakt, Euter, 

Faeces und Mundhöhle von Rindern isolierten und auf deren Produktion bestimmter 

antagonistisch wirksamer Substanzen beurteilten. Timmermann et al. (2005) testeten 

neben einem „Multispezies-Probiotikum“, bestehend aus den vom Menschen 

isolierten Stämmen Lactobacillus acidophilus W55, Lactobacillus salivarius W57, 

Lactobacillus paracasei ssp. paracasei W56, Lactobacillus plantarum W59, 

Lactococcus lactis W58 und Enterococcus faecium W54, ein kälberspezifisches 

Probiotikum. Letztgenanntes Probiotikum besteht aus den sechs Stämmen 

Lactobacillus sanfranciscensis, L. bifermentans, L. viridescens, L. confusus, 

L. kefiri/L. reuteri, L. fermentum, die direkt aus Kälberfaeces isoliert wurden. Als 

Auswahlkriterien dienten verschiedene für Probiotika erwünschte Eigenschaften, wie 

z. B. die Inhibierung von Listeria monocytogenes, Salmonella Typhimurium und 
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E. coli. Die Wissenschaftler konnten bei der Anwendung der Probiotika generell 

erhöhte tägliche Zunahmen sowie eine verbesserte Gesundheit, messbar unter 

anderem an einer reduzierten Durchfallinzidenz, nachweisen. Ein klarer Unterschied 

zwischen der Wirkung des Multispezies-Probiotikums und des kälberspezifischen 

Probiotikums war jedoch nicht erkennbar. Auch Abu-Tarboush et al. (1996) 

verglichen ein kommerzielles Probiotikum, welches Lactobacillus acidophilus und 

Lactobacillus plantarum enthielt, mit einem kälberspezifischen Lactobacillus-

acidophilus-Stamm. Sie konnten keine Effekte auf das Körpergewicht verzeichnen, 

stellten aber in der Gruppe, die den kälberspezifischen Stamm erhielt, eine 

verminderte Durchfallinzidenz in den Wochen 5, 7 und 8 nach der Geburt fest. In der 

ersten Lebenswoche trat jedoch bei allen Kälbern, unabhängig von der Behandlung, 

Durchfall auf. Ähnlich gingen auch Frizzo et al. (2010) vor, die ein Probiotikum 

verwendeten, das die aus Kälbern isolierten Stämme Lactobacillus casei DSPV 318T, 

Lactobacillus salivarius DSPV 315T und Pediococcus acidilactici DSPV 006T 

enthielt. Sie stellten Verbesserungen bei der Gewichtszunahme fest, konnten aber 

keinen Effekt auf die Kotkonsistenz verzeichnen. In einer weiteren Untersuchung 

verabreichten sie das Probiotikum an oral mit Salmonella Dublin infizierte Kälber. 

Trotz des Probiotikums befielen die Salmonellen Leber und Niere, jedoch fielen die 

histopathologischen Veränderungen deutlich milder aus als in der Kontrollgruppe 

(Frizzo et al., 2012). Gilliland et al. (1980) untersuchten die Auswirkungen von zwei 

Lactobacillus-acidophilus-Stämmen unterschiedlichen Ursprungs auf die 

Zusammensetzung der Darmflora. Eine Gruppe erhielt einen Stamm menschlichen 

Ursprungs, die andere einen Stamm, der aus Kälberfaeces isoliert wurde. Beide 

Gruppen zeigten im Vergleich zur Kontrollgruppe erhöhte Laktobazillenzahlen, 

gekoppelt mit einem stärkeren Abfall der Coliformen. Die Veränderungen in der 

Zusammensetzung der Darmflora fielen in der Gruppe, die den kälberspezifischen 

L.-acidophilus-Stamm erhielt, jedoch deutlich größer aus.   
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2 Neonatale Diarrhoe bei Kälbern 

2.1 Bedeutung 

Durchfall gilt als die häufigste und wirtschaftlich bedeutendste Erkrankung junger 

Kälber (Elze et al., 1994; Doll et al., 1995). Bei Auftreten innerhalb der ersten 

zwei Lebenswochen wird dieser als Neugeborenendurchfall bezeichnet (Klee, 

1989). In den ersten Lebenswochen steht Durchfall mit 80 % an der Spitze der 

Erkrankungen junger Kälber (Bothmer und Budde, 1992). Fünf bis zehn Prozent 

der lebend geborenen Kälber verenden innerhalb der ersten Lebenswochen (Kaske 

und Kunz, 2003). Dabei sind die ersten beiden Lebenswochen als besonders 

kritisch einzustufen: Etwa 60 % aller Kälber verenden in der ersten, weitere 

20 - 30 % in der zweiten Lebenswoche (Bendali et al., 1999a; Fröhner und Reiter, 

2005; Brändle, 2006). Laut Brändle (2006) lassen sich ca. 75 % der infektiös 

bedingten Kälberverluste auf Durchfall zurückführen. Weitere europäische, wie 

auch amerikanische Untersuchungen führen zu dem Ergebnis, dass 

Neugeborenendurchfall als Hauptgrund für Todesfälle innerhalb der ersten 

Lebenswochen der Kälber anzusehen ist (Hinrichs, 1992; Virtala et al., 1996a; 

Lorenz, 2006; Svensson et al., 2006; Gulliksen et al., 2009b).  

In Bayern werden jährlich über eine Million Kälber geboren. 2012 verendeten bis 

zum Alter von maximal sechs Wochen  6,3 % der weiblichen Kälber bzw. bis zum 

Alter von maximal 30 Tagen 9,8 % der männlichen Kälber (inkl. Totgeburten). 

Der Anteil der tot geborenen Kälber betrug 3,9 % (LKV Bayern 

(Landeskuratorium der Erzeugerringe für tierische Veredelung in Bayern e.V.), 

2012). Für den Landwirt sind diese Verluste mit enormen wirtschaftlichen 

Einbußen verbunden. Zu den wirtschaftlichen Verlusten zählt hierbei nicht nur der 

Wert des einzelnen Kalbes. Hinzu kommen Lohn- und Futterkosten und bei 

notwendigen Behandlungen zusätzliche Tierarzt- und Medikamentenkosten (Roy, 

1990; Moran, 2002; Brändle, 2006). Tabelle 1 zeigt eine Schätzung der 

durchfallbedingten Aufzuchtverluste und damit verbundene Kosten für den 

Landwirt. 
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Kälbern (Waltner-Toews et al., 1986; Virtala et al., 1996b; Donovan et al., 1998b; 

Trilk und Münch, 2004). Weitere, schwer zu beziffernde Einbußen ergeben sich 

aus einer geringeren Selektionsmöglichkeit bei der Zucht und damit verbundenem 

verringertem Zuchtfortschritt. Der daraufhin häufig notwendige Tierzukauf birgt 

zudem das Risiko der Krankheitseinschleppung in den Betrieb (Brändle, 2006). 

2.2 Ätiologie 

Der Entstehung und Ausprägung des Kälberdurchfalls liegt zumeist ein 

mulitfaktorielles Geschehen zugrunde (Rademacher et al., 2002; Lorenz, 2006). 

Es handelt sich dabei um ein Zusammenspiel von Durchfallerregern und 

prädisponierenden Einflussfaktoren, welche die Abwehrkräfte des Kalbes 

beeinträchtigen oder den Infektionsdruck erhöhen können (Doll et al., 1995; 

Kaske et al., 2008). Tabelle 2 gibt einen Überblick über die unterschiedlichen 

Faktoren, die am Geschehen der neonatalen Diarrhoe beteiligt sind. 

Tabelle 2: Neugeboren-Durchfall: Zusammenspiel verschiedener Faktoren 
(nach Rademacher, 2007) 

Infektiöse Faktoren Nicht-infektiöse Faktoren 
(betriebsintern; Management) 

Viren 
- Rotaviren 
- Coronaviren 
- andere Viren (Breda-, Calici-, Parvoviren) 
 
Bakterien 
- darmschädigende Stämme von Escherichia coli 

- Salmonellen 
- Clostridien 
 
Einzeller 
- Cryptosporidien 
 
Andere Erreger 
- Pilze? 

Hygieneverhältnisse 
- Geburtshygiene 
- Aufstallung der Kälber 
- Tränkehygiene 
 
Immunstatus der Kälber 
- Kolostrumversorgung 
- Muttertierimpfung 
- Ernährung (körperliche Konstitution) 
 
Betreuung der Kälber 

 

2.2.1 Infektiöse Durchfallursachen 

Als die vier häufigsten Erreger im Zusammenhang mit Neugeborenendurchfall bei 

Kälbern werden Rotaviren, Coronaviren, Cryptosporidien und enterotoxische 

E. coli angesehen (Doll et al., 1995; Garcia et al., 2000; Kaske und Kunz, 2003; 

Kaske et al., 2008; Foster und Smith, 2009). Sie sind mit 75 - 95 % für die 

überwiegende Mehrzahl von intestinalen Infektionen neugeborener Kälber 

verantwortlich (Tzipori, 1985). Verschiedene Studien in Europa belegen, dass 
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Rotaviren und Cryptosporidien die Hauptursache für Durchfälle darstellen, 

wohingegen Coronaviren und enterotoxische E. coli eine deutlich niedrigere 

Prävalenz aufweisen (Snodgrass et al., 1986; Fagan et al., 1995; La Fuente et al., 

1998; Luginbühl et al., 2005; Lanz Uhde et al., 2008). Auch Infektionen mit 

Salmonellen und Clostridien können zu Durchfällen bei jungen Kälbern führen, 

sind jedoch aufgrund geringer Fallzahlen von untergeordneter Bedeutung (Kaske 

und Kunz, 2003). Laut Kaske und Kunz (2003) kann das Lebensalter des Kalbes 

beim Auftreten von Durchfall Hinweise auf die Art des Erregers geben 

(Abbildung 3). Allerdings können diese Keime auch aus klinisch gesunden 

Kälbern isoliert werden, weshalb für die Entstehung des Durchfalls ein 

Zusammenspiel von mehreren Faktoren angenommen werden kann (Reynolds et 

al., 1986; Luginbühl et al., 2005; Kaske et al., 2008; Gulliksen et al., 2009a).  

 

Abbildung 3: Zusammenhang zwischen Erreger und Lebensalter bei 
Auftreten des Durchfalls (modifiziert nach Kaske und Kunz, 2003) 

 

2.2.1.1 Rotaviren 

Rotaviren gehören zur Familie der Reoviridae. Es handelt sich dabei um 

unbehüllte 65 - 75 nm große Viren mit doppelsträngiger, segmentierter RNA 

(Holland, 1990; Kaske und Kunz, 2003). Rotaviren werden in sechs Serogruppen 

mit den Bezeichnungen A bis F eingeteilt. Vor allem die Gruppe A ist mit 

Durchfall bei Menschen und Nutztieren assoziiert (Holland, 1990). In der Regel 

sind neugeborene Menschen und Tiere von Durchfallerkrankungen betroffen. 

Rotaviren besitzen eine hohe Stabilität gegenüber Umwelteinflüssen und bleiben 
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bei 20 °C 7 - 12 Monate infektiös (Mayr und Kaaden, 2007). Beim Rind kommen 

sowohl hochvirulente als auch schwachvirulente Stämme vor. Rotaviren 

vermehren sich nach oraler Aufnahme v.a. im oberen Drittel des Zottenepithels 

des distalen Jejunums (Mayr und Kaaden, 2007). Innerhalb weniger Stunden nach 

der Infektion kommt es zur Zottenatrophie und infolgedessen zu 

Funktionsstörungen wie Malabsorption und Hypersekretion (Holland, 1990; Mayr 

und Kaaden, 2007). Die Ausscheidung der Viren erfolgt vor allem während der 

ersten Erkrankungstage in großer Menge mit dem Kot. Jedoch stellen auch 

klinisch inapparent infizierte Tiere ein Erregerreservoir dar. Die Inkubationszeit 

beträgt 13 h bis 2 d und kann somit bei Infektionen um den Geburtszeitpunkt 

schon bei wenige Tage alten Kälbern auftreten. In erster Linie sind jedoch Kälber 

zwischen 5 und 14 Lebenstagen betroffen (Doll, 2006). In der Regel beträgt die 

Erkrankungsdauer 3 bis 8 d (Kaske und Kunz, 2003). Die meisten 

Rotavirusinfektionen verlaufen mild und selbstlimitierend (Holland, 1990). 

Mischinfektionen mit Coronaviren, enterotoxischen E. coli und Cryptosporidien 

führen jedoch meist zu schwereren Verlaufsformen und einer längeren 

Genesungsdauer (Tzipori et al., 1983; Holland, 1990; Mayr und Kaaden, 2007). 

2.2.1.2 Coronaviren 

Coronaviren zählen zur Familie der Coronaviridae. Die 60 - 120 nm großen Viren 

sind behüllt und besitzen eine einsträngige, nichtsegmentierte RNA positiver 

Polarität. Es lassen sich fünf antigene Gruppen unterscheiden, die untereinander 

nicht kreuzreagieren. Das bovine Coronavirus wird der Gruppe 2 zugeordnet 

(Mayr und Kaaden, 2007). Coronaviren können bei Mensch und Tier neben 

Enteritiden auch respiratorische Erkrankungen hervorrufen. Im Gegensatz zu den 

Rotaviren befallen Coronaviren neben dem Dünndarm auch das Zottenepithel des 

Kolons (Kaske und Kunz, 2003). Aufgrund des Ersatzes des Epithels durch 

unreife Kryptenzellen können Nahrungsbestandteile nicht mehr absorbiert 

werden, was anschließend zu Durchfällen führt (Mayr und Kaaden, 2007; Foster 

und Smith, 2009). Da ein größerer Abschnitt des Darms befallen ist, verlaufen 

Coronavirusinfektionen oftmals etwas schwerer und bedürfen einer längeren 

Genesungszeit als Rotavirusinfektionen (Kaske und Kunz, 2003; Foster und 

Smith, 2009). Aufgrund des zusätzlichen Befalls des Epithels der Lungenalveolen 

wird das Virus sowohl über Faeces als auch über Nasenflüssigkeit ausgeschieden 

(Mayr und Kaaden, 2007). Klinisch inapparent infizierte Kälber und ältere Rinder 
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sind als Virusreservoir von Bedeutung (Doll, 2006). In der Regel erkranken 

Kälber im Alter zwischen 5 und 21 d. Nach oronasaler Aufnahme der Viren 

kommt es nach einer Inkubationszeit von 18 - 36 h zu wässrigem Durchfall mit 

Schleimbeimengungen, der etwa 5 - 6 d andauert. In schweren Fällen versterben 

die Tiere nach 4 - 5 d (Mayr und Kaaden, 2007). Ebenso wie bei der 

Rotavirusinfektion können Mischinfektionen mit anderen Durchfallerregern das 

Erkrankungsgeschehen verkomplizieren (Mayr und Kaaden, 2007). 

2.2.1.3 Enterotoxische Escherichia coli 

E. coli sind gramnegative, fakultativ anaerobe Stäbchenbakterien aus der Familie 

der Enterobacteriaceae. Die meisten E. coli sind aufgrund einer peritrichen 

Begeißelung beweglich. Viele Stämme zählen als apathogene Kommensalen zu 

den natürlichen Bestandteilen der mikrobiellen Darmflora von Menschen, 

Säugetieren und Vögeln und sind hauptsächlich im Dickdarm angesiedelt. 

O-Antigene (Oberflächenantigene als Bestandteil des LPS-Komplexes der 

Zellwand), K-Antigene (Kapselantigene), H-Antigene (Geißelantigene) und 

F-Antigene (Fimbrienantigene) erlauben eine Unterteilung der verschiedenen 

E. coli in Serogruppen (Kaske und Kunz, 2003; Selbitz, 2007). Für die Virulenz 

einiger Stämme sind verschiedene Toxine und Adhäsionsfaktoren verantwortlich. 

Diese erlauben die Einteilung pathogener E. coli in sieben verschiedene Gruppen: 

ETEC (enterotoxische E. coli), STEC (Shiga-Toxin-bildende E. coli), EPEC 

(enteropathogene E. coli), NTEC (nekrotoxische E. coli), EAggEC 

(enteroaggregative E. coli), EIEC (enteroinvasive E. coli) und DAEC (diffus 

adhärente E. coli) (Selbitz, 2007). Veterinärmedizinisch von Bedeutung sind dabei 

vor allem ETEC, welche bei verschiedenen Tierarten Neugeborenendiarrhoe 

verursachen können. Selten werden auch EPEC und die zu den STEC zählenden 

EHEC (enterohämorrhagische E. coli) mit Diarrhoe bei Kälbern in Verbindung 

gebracht. Eine größere Rolle spielt hingegen das Zoonosepotential der EHEC, da 

diese häufig symptomlos von Rindern ausgeschieden werden und beim Menschen 

zu schweren Erkrankungen wie einer hämorrhagischen Kolitis und dem 

hämolytischen urämischen Syndrom (HUS) führen können (Kaske und Kunz, 

2003; Selbitz, 2007). 

ETEC stellen die häufigste bakterielle Durchfallursache bei Kälbern dar. 

Enterotoxische E. coli spielen in erster Linie bei Durchfällen während der ersten 

drei bis vier Lebenstage eine große Rolle. Mit Kälberdurchfall assoziierte ETEC 
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zählen meistens zu den Serogruppen O8, O9, O20 und O101 (Acres, 1985; Kaske 

und Kunz, 2003). Für die Virulenz sind zum einen bestimmte Fimbrienantigene, 

welche die Adhäsion an die Epithelzellen ermöglichen, und zum anderen 

Enterotoxine, welche die Sekretionsvorgänge im Darm beeinflussen, 

verantwortlich. Als Fimbrientypen sind vor allem F5 (früher K99) und F41 mit 

Durchfall assoziiert (Acres, 1985; Holland, 1990; Doll, 2006). Bei den 

Enterotoxinen werden hitzelabile (LT) von hitzestabilen (ST) Enterotoxinen 

unterschieden, wobei beim Kalb fast ausschließlich ST-produzierende Stämme im 

Zusammenhang mit Durchfallerkrankungen eine Rolle spielen (Doll, 2006). Das 

Enterotoxin verursacht eine Aktivierung des intrazellulären Second-Messenger-

Systems, wodurch eine Störung des Natrium-Chlorid-Ionentransports zwischen 

Darmlumen und Darmepithelzelle hervorgerufen wird (Dreyfus et al., 1984). Die 

Folge ist eine sekretorische Diarrhoe mit starkem Flüssigkeitsverlust über den 

Darm. Neben der starken Dehydratation ist das Krankheitsgeschehen aufgrund des 

hohen Elektrolytverlustes durch metabolische Azidose und Hyperkaliämie 

gekennzeichnet (Holland, 1990; Foster und Smith, 2009). Die ersten klinischen 

Anzeichen der Erkrankung können bereits innerhalb der ersten 24 h nach der 

Geburt auftreten (Holland, 1990). Eine reine ETEC-Infektion tritt selten bei über 

drei Tage alten Kälbern auf (Acres, 1985; Snodgrass et al., 1986; Holland, 1990). 

Diese sog. Altersresistenz wird auf einen Rückgang der fimbrienspezifischen 

Darmrezeptoren zurückgeführt (Acres, 1985; Doll, 2006). 

2.2.1.4 Salmonellen 

Ebenso wie E. coli zählt auch die Gattung Salmonella zu den Enterobacteriaceae. 

Die gramnegativen, fakultativ anaeroben Stäbchenbakterien treten in einer 

Vielzahl unterschiedlicher Serovare und Stämme auf. Auf Basis der O- und 

H-Antigene erfolgt die Einordnung der Salmonellen in das sog. White-

Kauffmann-Le-Minor-Schema. Die human- und veterinärmedizinisch 

bedeutsamste Spezies ist S. enterica ssp. enterica mit über 1500 Serovaren 

(Selbitz, 2007). Salmonellen besiedeln natürlicherweise den Darmtrakt von 

Menschen und Tieren und können aufgrund ihrer hohen Tenazität bis zu mehrere 

Monate in der Umwelt überleben (Selbitz, 2007). Erkrankungen werden bei 

Rindern zumeist durch das rinderadaptierte Serovar S. Dublin, aber auch durch die 

nicht wirtsspezifischen Serovare S. Typhimurium und S. Enteritidis 

hervorgerufen. Salmonelleninfektionen beim Rind sind besonders aufgrund des 
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1989). Die Toxine verursachen Nekrosen im Bereich des Dünndarms, welche sich 

durch schweren, zum Teil blutigen Durchfall in Verbindung mit starken 

Schmerzen äußern (Kaske und Kunz, 2003). Jedoch kann C. perfringens, 

unabhängig vom Toxin-Typ, auch aus gesunden Kälbern isoliert werden 

(Ferrarezi et al., 2008). Ursache für die Erkrankung ist demnach eine schlagartige 

Vermehrung des Erregers im Darm, welche aufgrund der massiven Toxinbildung 

nachfolgend zu einer nekrotisierenden Enteritis und Enterotoxämie führen kann 

(Selbitz, 2007). 

2.2.1.6 Cryptosporidien 

Cryptosporidium spp. sind Protozoen des Stammes Apicomplexa. Sie zählen zu 

der Familie Cryptosporidiidae der Unterordnung Eimeriina (Tenter, 2006). Im 

Zusammenhang mit Durchfall wurde der Organismus zum ersten Mal 1971 von 

Panciera et al. bei einem Kalb nachgewiesen (Panciera et al., 1971). Die 

bedeutsamste Art bei Nutztieren, insbesondere im Zusammenhang mit Infektionen 

junger Kälber, ist Cryptosporidium parvum (Santin et al., 2004; Tenter, 2006). Sie 

führt vor allem bei Kälbern und Lämmern, seltener bei Ferkeln zu 

Durchfallerkrankungen (Holland, 1990). Auch Menschen, insbesondere Kinder 

und immunschwache Erwachsene, können sich mit Cryptosporidien infizieren. Da 

Cryptosporidium parvum keine Wirtsspezifität aufweist, ist es auch als 

Zoonoseerreger von Bedeutung (Holland, 1990). Cryptosporidium parvum bildet 

ca. 5,0 x 4,5 µm große Oozysten (Tenter, 2006). Nach oraler Aufnahme der 

bereits sporulierten Oozysten aus der Umwelt werden die Sporozoiten im 

Dünndarm des Wirtstieres freigesetzt. Sie verschmelzen mit den Mikrovilli des 

Bürstensaumepithels und entwickeln sich dort in einer parasitophoren Vakuole 

weiter  (Holland, 1990; Tenter, 2006). Besonders befallen ist zumeist das Epithel 

des Ileums, jedoch können auch andere Teile des Dünndarms und Teile des 

Dickdarms betroffen sein (Foster und Smith, 2009). In der Folge des mehrstufigen 

Vermehrungszyklus kommt es zur Bildung dünn- und dickwandiger sporulierter 

Oozysten. Dünnwandige Oozysten führen zu einer Autoinfektion des Wirtes, da 

die Sporozoiten bereits im Darm freigesetzt werden, dickwandige Oozysten 

hingegen werden über den Kot ausgeschieden (Holland, 1990; Tenter, 2006; 

Foster und Smith, 2009). Die Oozysten sind äußerst stabil gegenüber 

Umwelteinflüssen und können über mehrere Monate hinweg infektiös bleiben 

(Tenter, 2006). Klinische Symptome zeigen sich 3 - 5 d nach der Infektion und 
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dauern etwa 4 - 17 d an (Fayer et al., 1998). Infizierte Kälber können bis zu 107 

Oozysten pro Gramm Kot ausscheiden und stellen damit eine Infektionsquelle für 

gesunde Kälber dar, bei denen bereits 10 - 100 Oozysten eine klinische 

Cryptosporidiose auslösen können (Fayer et al., 1998; Tenter, 2006). Im Bereich 

der parasitophoren Vakuole werden die Mikrovilli der Epithelzellen verdrängt, 

wodurch eine Atrophie und Verklebung der Darmzotten und anschließend eine 

Kryptenhyperplasie entstehen (Heine et al., 1984; Argenzio et al., 1990). 

Infolgedessen kommt es zur Malabsorption der Nahrungsbestandteile und daraus 

resultierendem profusen bis wässrigen Durchfall (Foster und Smith, 2009). Die 

meisten Erkrankungen treten innerhalb der ersten vier Lebenswochen auf, 

meistens im Alter von 5 - 14 d (Tenter, 2006). Häufig werden auch 

Mischinfektionen mit anderen Durchfallerregern, wie z. B. Rotaviren, 

Coronaviren und ETEC nachgewiesen, die sich oftmals negativ auf den 

Krankheitsverlauf auswirken (Holland, 1990). 

2.2.2 Prädisponierende Faktoren 

Die meisten Durchfallerreger sind ubiquitär verbreitet und lassen sich häufig auch 

bei gesunden Kälbern nachweisen (Naciri et al., 1999; Luginbühl et al., 2005; 

Kaske et al., 2008). Zu einer klinischen Erkrankung kommt es insbesondere dann, 

wenn sich neben den verschiedenen Infektionserregern zusätzliche 

Einflussfaktoren prädisponierend auf die Entstehung von Durchfall auswirken. 

Dies sind in erster Linie Faktoren, die entweder die Abwehrbereitschaft des 

Kalbes herabsetzen oder den Infektionsdruck in der Umgebung des Kalbes 

erhöhen (Kaske et al., 2008). Insbesondere ist hierfür eine unzureichende 

Kolostrumversorgung verantwortlich. Aber auch Hygienemängel bei Geburt und 

Aufzucht des Kalbes, ein schlechtes Tränkemanagement oder eine ungenügende 

Eisenversorgung spielen eine Rolle (Rademacher, 2007; Godden, 2008; Kaske et 

al., 2008). Alimentär bedingte Durchfallerkrankungen entstehen beispielsweise 

durch zu große Tränkemengen, zu hohe oder niedrige Temperaturen der Tränke 

und Zwangstränken von Kälbern mittels Sonde. Dabei wird die Funktion der 

Schlundrinne beeinträchtigt, die Milch gelangt in den Pansen und wird hier 

mikrobiell fermentiert. Es resultiert eine Azidose mit nachfolgender Entzündung 

der Vormagenschleimhaut (Kaske et al., 2008). Fütterungsfehler spielen jedoch 

im Vergleich zu infektiösen Ursachen eher eine untergeordnete Rolle (Mansfeld et 

al., 2005; Kaske et al., 2008).  
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2.3 Pathophysiologie 

Je nachdem, welche pathophysiologischen Vorgänge bei der Entstehung des 

Durchfalls im Vordergrund stehen, wird häufig zwischen sekretorischer und 

osmotischer (bzw. malabsorptiver) Diarrhoe unterschieden (Kaske und Kunz, 

2003). ETEC-bedingten Durchfällen liegt die sekretorische Diarrhoe zu Grunde 

(Foster und Smith, 2009). Die von ETEC produzierten Enterotoxine stimulieren 

über Aktivierung cAMP-gesteuerter Ionenkanäle die Sekretion von Chlorid-Ionen 

aus dem Blut in das Darmlumen. Osmotisch bedingt führt dies nachfolgend zu 

einem Einstrom von Wasser (Argenzio, 1985; Field und Semrad, 1993). Ist 

aufgrund großer Wassermengen im Darmlumen die Rückresorptionskapazität des 

Dickdarms erschöpft, kommt es zu einer erhöhten Wasser- und 

Elektrolytausscheidung mit dem Kot. Die Resorption von Nahrungsbestandteilen 

wird durch ETEC-Toxine kaum beeinträchtigt (Kaske et al., 2008). 

Bei der osmotischen Diarrhoe kommt es aufgrund von Schädigungen der 

Darmschleimhaut, insbesondere durch eine Zottenatrophie, zu einer verminderten 

Resorptionskapazität von Nahrungsbestandteilen aus dem Darmlumen. Dies ist 

auf den Verlust von schleimhautassoziierten Transportsystemen und die 

Verringerung der resorptionsfähigen Darmoberfläche zurückzuführen (Foster und 

Smith, 2009). Das Verbleiben osmotisch wirksamer Moleküle im Darm führt im 

weiteren Verlauf zum Einstrom von Wasser in das Darmlumen. Infektionen mit 

Rotaviren, Coronaviren und Cryptosporidien führen aufgrund der Schädigungen 

an der Darmschleimhaut zu einer osmotischen Diarrhoe (Kaske et al., 2008; 

Foster und Smith, 2009). Gleichzeitig sind jedoch auch bei diesen 

Infektionsursachen sekretorische Prozesse am Durchfallgeschehen beteiligt. Dafür 

wird eine, durch Prostaglandine oder andere Entzündungsmediatoren vermittelte, 

erhöhte Anionensekretion in das Darmlumen verantwortlich gemacht (Gookin et 

al., 2002; Lorrot und Vasseur, 2007).  

Das durchfallkranke Kalb verliert über den Darm große Mengen an Flüssigkeit 

und Elektrolyten (Natrium, Kalium, Chlorid, Hydrogenkarbonat) (Roy, 1990; 

Rademacher, 2007). Die großen Flüssigkeitsverluste über den Darm führen zu 

einer Dehydratation des Kalbes und einer damit verbundenen Hämokonzentration 

(Koch et al., 2009). Als Folge wird die renale Flüssigkeitsausscheidung verringert, 

wodurch es zu einer Akkumulation von Harnstoff und Kalium im Blut kommt. 

Eine Hyperkaliämie kann sich in Herzarrhythmien äußern, die zum Tod des 
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Kalbes führen können (Roy, 1990). Daneben entwickeln durchfallkranke Kälber, 

insbesondere bei schwererem Verlauf der Erkrankung, häufig eine metabolische 

Azidose. Dem Absinken des pH-Wertes im Blut liegen mehrere Ursachen 

zugrunde: Zum einen verliert das Kalb Puffersubstanzen in Form von 

Hydrogenkarbonat über den Kot („Subtraktionsazidose“), zum anderen hat die 

verringerte Nierendurchblutung eine Reduktion der renalen Säureausscheidung 

zur Folge („Retentionsazidose“). Des Weiteren kommt es aufgrund der 

Gewebehypoxie zu einer vermehrten Bildung von L-Laktat infolge einer 

anaeroben Glykolyse und die verringerte Resorptionsfähigkeit von 

Nahrungsbestandteilen führt zusätzlich zu einer vermehrten Bildung von L- und 

D-Laktat durch Mikroorganismen („Additionsazidose“) (Kaske und Kunz, 2003; 

Lorenz, 2006; Koch et al., 2009). Insbesondere die Bildung von D-Laktat, 

welches im Vergleich zu L-Laktat nur sehr langsam metabolisiert wird, zeigt sich 

als Hauptfaktor in der Pathogenese der metabolischen Azidose (Lorenz, 2004a). 

2.4 Klinik 

Neben der Durchfallsymptomatik, also dem Absetzen von dünnbreiigem, 

suppigem oder wässrigem Kot, zeigen sich bei durchfallkranken Kälbern 

insbesondere Symptome in Folge der Dehydratation und der metabolischen 

Azidose (Rademacher et al., 2002). Je nach Schweregrad äußert sich die 

Dehydratation in gestörtem Allgemeinbefinden, eingesunkenen Bulbi und 

vermindertem Hautturgor (Constable et al., 1998). Aufgrund der Abnahme der 

extrazellulären Flüssigkeit kommt es im Rahmen der Dehydratation zu einem 

hypovolämischen Schockgeschehen, welches sich in Festliegen, blassen 

Schleimhäuten, Tachykardie und kalten Akren äußert (Koch et al., 2009). Im 

Allgemeinen führt jedoch erst ein hoher Dehydratationsgrad zu einer 

Beeinträchtigung des Allgemeinbefindens. Zumeist lässt sich die klinische 

Symptomatik vor allem auf die metabolische Azidose zurückführen (Koch et al., 

2009). Die Gefahr der Entwicklung einer metabolischen Azidose ist insbesondere 

bei Kälbern mit osmotischer Diarrhoe, älteren Kälbern und Kälbern mit längerer 

Durchfalldauer erhöht. Sowohl der physiologische Zellstoffwechsel, als auch viele 

Rezeptor-vermittelte Steuerungsprozesse sind direkt vom pH-Wert des Blutes 

abhängig (Kaske und Kunz, 2003). Der Ausfall des Saugreflexes, 

Bewusstseinstrübungen und Ataxien sind bei azidotischen Kälbern, insbesondere 
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in Verbindung mit hohem Serum-D-Laktat-Spiegel, anzutreffen (Lorenz, 2004b; 

Lorenz, 2009).  

2.5 Therapie 

Die klinische Erscheinung durchfallkranker Kälber ist in erster Linie Folge der 

Dehydratation und der metabolischen Azidose. Im Fokus der Therapie steht daher, 

unabhängig von der Durchfallursache, die Substitution von Flüssigkeit und 

Elektrolyten (Doll et al., 1995; Rademacher, 2007; Foster und Smith, 2009). In 

Abhängigkeit vom Ausmaß der Erkrankung kann diese Substitution in Form 

oraler Rehydratationslösungen oder in Form parenteraler Infusionslösungen 

erfolgen (Doll et al., 1995; Rademacher, 2007). Sofern die Kälber noch 

selbstständig trinken, empfehlen Doll et al. (1995) und Rademacher (2007) für die 

Deckung des täglichen Energiebedarfs die kontinuierliche Tränkung von Milch. 

Sie liefert nicht nur Energie für das Wachstum des Kalbes, sondern auch 

Nährstoffe für die Wiederherstellung der geschädigten Darmmukosa (Heath et al., 

1989). 

Obwohl dem Kälberdurchfall in den meisten Fällen virale oder protozoale 

Ursachen zugrunde liegen, werden häufig Antibiotika bei der Behandlung des 

Durchfalls angewendet (Doll et al., 1995; Sawant et al., 2005; Lorenz, 2006; 

Walker et al., 2012). Im Hinblick auf die vermehrte Selektion 

antibiotikaresistenter Bakterienstämme durch den Einsatz antibakteriell wirksamer 

Substanzen, sollte, insbesondere im veterinärmedizinischen Bereich, die 

Indikation für deren Anwendung kritisch beurteilt werden (Mateu und Martin, 

2001; Berge et al., 2009b). Der routinemäßige Antibiotikaeinsatz bei 

unkompliziert verlaufenden Durchfallerkrankungen wird daher nicht empfohlen 

(Rademacher et al., 2002; Constable, 2004; Berge et al., 2009b). Kommen jedoch 

zu der Durchfallsymptomatik Anzeichen einer systemischen Erkrankung (z. B. 

Fieber) oder interkurrente Erkrankungen (z. B. eine Bronchopneumonie) hinzu, ist 

der Einsatz einer geeigneten antibakteriellen Medikation angezeigt (Rademacher 

et al., 2002; Constable, 2004). Fecteau et al. (1997) und Lofstedt et al. (1999) 

wiesen in ihren Untersuchungen an 169 bzw. 252 schwer an Durchfall erkrankten 

Kälbern bei ca. 30 % eine Bakteriämie nach. In den meisten Fällen war hierfür 

E. coli verantwortlich (Fecteau et al., 1997; Lofstedt et al., 1999). Besonders 

anfällig für die Entwicklung einer Bakteriämie zeigten sich Kälber mit 

ungenügender Immunglobulinversorgung, Kälber unter fünf Lebenstagen, 
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festliegende Kälber und Kälber ohne Saugreflex (Lofstedt et al., 1999). Constable 

(2004) empfiehlt für die antibakterielle Therapie schwer durchfallkranker Kälber 

daher Substanzen, die sich sowohl im Blut, als auch im Darmtrakt als wirksam 

gegen E. coli erweisen. Koch et al. (2009) legen bei entsprechender Indikation die 

parenterale Verabreichung von in Deutschland für die Behandlung von 

Durchfallerkrankungen bzw. Septikämien bei Kälbern zugelassenen Wirkstoffen 

wie Ceftiofur, Ampicillin oder Fluorchinolone nahe. 

2.6 Durchfallprophylaktische Maßnahmen 

2.6.1 Kolostrumversorgung des Kalbes 

Eine adäquate Kolostrumversorgung stellt die wichtigste Maßnahme zur 

Minimierung von Aufzuchtverlusten dar (Godden, 2008). Da intrauterin kein 

Transfer maternaler Antikörper auf das Kalb möglich ist, wird das Kalb ohne 

schützende Immunabwehr geboren. Erst die Aufnahme von Kolostrum 

unmittelbar nach der Geburt führt zu einer ausreichenden Versorgung des Kalbes 

mit Immunglobulinen (Rademacher, 2007; Kaske et al., 2009). Diese können das 

Darmepithel jedoch nur kurz nach der Geburt passieren. Bereits 6 h nach der 

Geburt beginnt sich die Permeabilität des Darmepithels stetig zu verringern und 

nach spätestens 24 h ist die sog. „Darmschranke“ für Antikörper unpassierbar 

(Jochims et al., 1994; Kaske et al., 2009). Bei Kälbern, die in dieser kurzen 

Zeitspanne nicht adäquat mit Kolostrum versorgt werden, ist die Mortalitätsrate, 

im Vergleich zu Kälbern mit ausreichender passiver Immunität, fünffach erhöht 

(Donovan et al., 1998a). Eine ungenügende Kolostrumversorgung („failure of 

passive transfer“; FPT) liegt vor, wenn der Serum-IgG-Spiegel unterhalb von 

10 mg/ml liegt (Weaver et al., 2000; Godden, 2008). Je höher das Volumen an 

Kolostrum ist, welches innerhalb der ersten sechs Lebensstunden an Kälber 

verfüttert wird, umso geringer ist das Risiko von FPT (Trotz-Williams et al., 

2008a). Erhard et al. (2000) zeigen auf, dass die Inzidenz und Intensität des 

Neugeborenendurchfalls mit der Höhe der IgG-Konzentration im Serum der 

Kälber in Zusammenhang steht. Auch Katikaridis (2000) und Biewer (2001) 

kommen in ihren Untersuchungen zu dem Ergebnis, dass die Rate der 

Durchfallerkrankungen und -sterblichkeiten bei Kälbern von der ausreichenden 

Kolostrumaufnahme innerhalb der ersten 12 h p. n. abhängen. In zahlreichen 

weiteren Untersuchungen konnte ein Zusammenhang zwischen FPT und einer 
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erhöhten Morbidität bzw. Mortalität von Kälbern festgestellt werden (Fallon und 

Harte, 1983; Tyler et al., 1998; Waldner und Rosengren, 2009; Stilwell und 

Carvalho, 2011; Priestley et al., 2013). Zu beachten ist, dass der 

Immunglobulingehalt im Kolostrum von Erstkalbinnen unter demjenigen 

pluriparer Kühe liegt (Shearer et al., 1992; Gutzwiller, 2002). Erhard et al. (2000) 

stellen jedoch keinen Zusammenhang zwischen der Höhe des IgG-Gehalts im 

Kolostrum und dem IgG-Gehalt in Kälberseren fest. Neben dem hohen 

Immunglobulingehalt ist Kolostrum außerdem reich an Vitaminen und 

Mineralstoffen (Davis und Drackley, 1998). Zudem stellen Kolostrum und Milch 

eine Quelle für Milchsäurebakterien dar, welche sowohl lokal als auch systemisch 

zahlreiche positive Wirkungen hervorrufen können (Martin et al., 2003; Martin et 

al., 2009; Fernandez et al., 2013). Die Tierschutz-Nutztierhaltungsverordnung 

(TierSchNutztV) in der Fassung der Bekanntmachung vom 22. August 2006 

(BGBl. I S. 2043), die zuletzt durch Artikel 1 der Verordnung vom 5. Februar 

2014 (BGBl. I S. 94) geändert worden ist, schreibt die Erstversorgung des Kalbes 

mit Kolostrum innerhalb der ersten vier Lebensstunden vor. Das 

Bundesministerium für Ernährung und Landwirtschaft (2014) rät in den 

Empfehlungen für hygienische Anforderungen an das Halten von Wiederkäuern 

darüber hinaus zu einer Tränkung des Kalbes mit mindestens 2 l Kolostrum. Auch 

nach dem Schluss der Darmschranke können bis zur zweiten Lebenswoche 

zusätzlich zur konventionellen Fütterung weiterhin kleinere Mengen 

Erstkolostrum täglich als sog. „Schutztränke“ verabreicht werden, da darin 

enthaltene Immunglobuline (IgA) eine lokale Wirkung an der Darmschleimhaut 

entfalten (Doll et al., 1995; Gutzwiller, 2002; Rademacher, 2007; Berge et al., 

2009a). Trotz guter Kolostrumversorgung kann die Kälberverlustrate jedoch in 

Abhängigkeit vom Haltungs- und Fütterungsmanagement zwischen einzelnen 

Betrieben erheblich schwanken (Kaske et al., 2009). Die adäquate 

Kolostrumversorgung ist somit zwar der wichtigste, jedoch nicht der einzige 

Faktor, welcher die Kälbergesundheit beeinflusst. Auch ein optimales Haltungs- 

und Hygienemanagement sind für eine erfolgreiche Kälberaufzucht unerlässlich 

(Kaske et al., 2009). 

2.6.2 Haltungs- und Hygienemanagement 

Die erste bakterielle Kontamination des Kalbes erfolgt bereits während des 

Geburtsvorgangs; insbesondere bei Schwergeburten ist eine starke bakterielle 
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Besiedelung des Kalbes schon zum Zeitpunkt der Geburt zu verzeichnen (Baier et 

al., 1967). Bis zum Zeitpunkt der ersten Kolostrumaufnahme verfügt das Kalb 

jedoch über keine aktive oder passive Immunität, die es vor der Ansiedelung 

potentieller Durchfallerreger schützen könnte. Daher gilt es besonders in dieser 

ersten kritischen Phase nach der Geburt eine Kontamination mit Durchfallerregern 

durch gute Haltungs- und Hygienebedingungen zu vermeiden (Rademacher, 2007; 

Kaske et al., 2009). In den aktuellen Empfehlungen des Bundesministeriums für 

Ernährung und Landwirtschaft (2014) für hygienische Anforderungen an das 

Halten von Wiederkäuern werden die bei der Abkalbung zu beachtenden 

Maßnahmen zusammenfassend dargestellt. Ein wichtiger Aspekt ist hierbei die 

Geburtshygiene. Zum einen sollten Geburtshilfemaßnahmen nur erfolgen, falls 

diese unerlässlich sind, da hierdurch mögliche pathogene Keime von außen in den 

Geburtskanal eingebracht werden können (Baier et al., 1967). Zum anderen muss 

bei einem notwendigen manuellen Eingreifen auf eine ordnungsgemäße 

Reinigung und Desinfektion von Händen und Material geachtet werden (Kaske 

und Kunz, 2003; Rademacher, 2007). Ein weiterer Aspekt zur Vermeidung 

erhöhter bakterieller Kontamination ist die Nutzung einer regelmäßig gereinigten 

und desinfizierten Abkalbebox, in die das Muttertier rechtzeitig vor der Geburt 

verbracht wird (Kaske und Kunz, 2003; Rademacher, 2007). Kälber hingegen, die 

nicht in Abkalbeboxen geboren werden, weisen eine höhere Durchfallrate auf 

(Curtis et al., 1988). Für die weitere Unterbringung des Kalbes nach der Geburt 

haben sich Einzelboxen bewährt, die vor jeder Neubelegung gereinigt und 

desinfiziert werden sollen (Kaske und Kunz, 2003). Insbesondere der Einsatz sog. 

Kälberiglus im Außenbereich wirkt sich in einer signifikanten Verringerung der 

Durchfallinzidenz aus (Biewer, 2001; Girnus, 2004). Bei ausreichender 

Energieversorgung des Kalbes und trockener Einstreu hat die Igluhaltung selbst 

im Winter positive Effekte auf die Gesundheit und das Wachstum der Kälber 

(Gutzwiller und Morel, 2003). Dabei ist jedoch zu beachten, dass laut § 6 Abs. 4 

der Tierschutz-Nutztierhaltungsverordnung (TierSchNutztV) in der Fassung der 

Bekanntmachung vom 22. August 2006 (BGBl. I S. 2043), die zuletzt durch 

Artikel 1 der Verordnung vom 5. Februar 2014 (BGBl. I S. 94) geändert worden 

ist, „Seitenbegrenzungen bei Boxen […] so durchbrochen sein [müssen], dass die 

Kälber Sicht- und Berührungskontakt zu anderen Kälbern haben können“. Im 

Hinblick auf die Durchfallprävention, empfiehlt Rademacher (2011) jedoch 
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dennoch eine Vermeidung jeglichen Berührungskontakts von Kälbern in den 

ersten zwei Lebenswochen (Rademacher et al., 2011). 

2.6.3  Vakzine- und Medikamenteneinsatz 

Eine weitere mögliche Maßnahme zur Erhöhung der Immunität des Kalbes liegt 

in der Vakzination des Muttertieres gegen virale und bakterielle Durchfallerreger. 

Kommerziell erhältliche Impfstoffe enthalten meist eine Kombination aus 

Rotavirus-, Coronavirus- und E. coli F5-Antigen (Kaske und Kunz, 2003). Durch 

die Impfung während der Trockenstehzeit bildet das Muttertier erhöhte Mengen 

spezifischer Antikörper, die mit dem Kolostrum auf das Kalb übertragen werden 

(Kohara et al., 1997; Crouch et al., 2001). Entscheidend für den Schutz des Kalbes 

ist daher wiederum eine ausreichende Kolostrumversorgung. Insbesondere ist eine 

Tränkung mit Kolostrum der Mutterkuh bis zur 2. Lebenswoche sinnvoll, damit 

die in der Milch enthaltenen Antikörper auch lokal im Darm wirken können 

(Kaske und Kunz, 2003; Mansfeld et al., 2005; Rademacher, 2007). Hinsichtlich 

der durchfallprophylaktischen Wirksamkeit einer Muttertierimpfung liefern die 

meisten, jedoch nicht alle klinischen Untersuchungen ein positives Ergebnis (Saif 

et al., 1983; Kohara et al., 1997; Bendali et al., 1999b; Katikaridis, 2000; Le 

Rousic et al., 2000; Girnus, 2004; Jayappa et al., 2008; Razzaque et al., 2009). 

Eine orale Vakzination mit einem stallspezifischen E.-coli-Impfstoff erwies sich 

als weniger effektiv als die parenterale Vakzination des Muttertieres (Bauer, 

1986). Eine Impfung zum Schutz vor einer Cryptosporidien-Infektion ist nicht 

verfügbar. Zwar gelang es, mittels einer aus lyophilisierten Oozysten hergestellten 

oralen Vakzine die Durchfallinzidenz und -dauer von im Alter von einer Woche 

experimentell mit Cryptosporidium parvum infizierten Kälbern zu senken, jedoch 

zeigte die Impfung im Feldversuch keinen Erfolg (Harp und Goff, 1998).  Die 

Autoren führen diese Beobachtung darauf zurück, dass die Infektion der Kälber 

mit Cryptosporidien im Betrieb häufig bereits in den ersten Stunden bis Tagen 

erfolgt und daher die Zeitspanne zwischen Impfung und Cryptosporidien-

Exposition zu kurz ist, um eine schützende Immunität aufzubauen. Zur 

Prophylaxe und Behandlung der Cryptosporidiose ist in Deutschland Halofuginon 

zugelassen. Das Chemotherapeutikum wirkt cryptosporidiostatisch und kann 

sowohl die Ausscheidung von Oozysten als auch die klinische Symptomatik 

verringern (Joachim et al., 2003; Klein, 2008; Waele et al., 2010). Diese 

Maßnahme ist jedoch nur in Verbindung mit einem verbesserten 
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Hygienemanagement erfolgversprechend (Waele et al., 2010). Im Gegensatz zu 

diesen Ergebnissen können Trotz-Williams et al. (2011) nach Anwendung von 

Halofuginon zwar eine tendenziell verringerte Ausscheidung von Oozysten, 

jedoch keine Abnahme der Diarrhoeinzidenz feststellen. 

2.6.4 Einsatz von Probiotika 

Wie bereits in Punkt 1.3.4 ausgeführt, gibt es einige Studien, die  darauf 

hinweisen, dass Probiotika durchaus positive Einflüsse auf die Kälbergesundheit 

haben können. Hierunter fallen eine durchfallpräventive Wirkung, erhöhte 

Gewichtszunahmen und eine Regulation der mikrobiellen Darmflora (Gilliland et 

al., 1980; Abu-Tarboush et al., 1996; Timmerman et al., 2005). Die von der EU 

als Futterzusatzstoff für Kälber zugelassenen Mikroorganismen sind in Tabelle 3 

aufgeführt. Hinsichtlich der Wirksamkeit kommen die einzelnen Untersuchungen 

zu unterschiedlichen Ergebnissen. Zusammenfassend kann ein positiver Effekt auf 

die täglichen Gewichtszunahmen bzw. das Endgewicht der Kälber bei den 

untersuchten Zusatzstoffen festgestellt werden. Untersuchungen zur 

Durchfallinzidenz wurden nur im Falle von BioPlus 2B® und Cylactin® angestellt. 

Hier konnten jedoch keine bzw. nur geringe Verbesserungen ermittelt werden 

(Kowalski et al., 2009; EFSA, 2013a). 
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Tabelle 3: Für Kälber als Futterzusatzstoff zugelassene Mikroorganismen 
(nach Richtline 70/524/EWG, Übergangsregelung und Futterzusatzstoff-VO 
EG 1831/2003; Stand: Juni 2011; Quelle: www.bvl.bund.de) 

Zusatzstoff Produktname Zulassung 
KBE/kg 

Alleinfuttermittel 

Untersuchungen 

zur 

Wirksamkeit bei 

Kälbern 

Bacillus 

licheniformis DSM 

5749, Bacillus 

subtilis DSM 5750 

BioPlus 2B® 
Kälber bis 

3 Monate 
1,28 * 109 

(Kowalski et al., 

2009) 

Enterococcus 

faecium NCIMB 

10415 

Cylactin® 

LCB 

Kälber bis 

6 Monate 
1,0 * 109 – 6,6 * 109 (EFSA, 2013a) 

Enterococcus 

faecium NCIMB 

11181 

Lactiferm® 
Kälber bis 

6 Monate 
5,0 * 108 – 2,0 * 1010 (EFSA, 2012b) 

Enterococcus 

faecium DSM 

10663/NCIMB 

10415 

Oralin® 
Kälber bis 

6 Monate 
1,0 * 109 – 1,0 * 1010  

Enterococcus 

faecium DSM 7134, 

Lactobacillus 

rhamnosus DSM 

7133 

Provita LE 
Kälber bis 

4 Monate 
1,0 * 109 – 5,0 * 109 (EFSA, 2013b) 

Saccharomyces 

cerevisiae CBS 

493.94 

YEA-

SACC1026® 

Kälber bis 

6 Monate 
2,0 * 108 – 2,0 * 109  

Saccharomyces 

cerevisiae NCYC 

Sc47 

Biosaf® Sc47 
Aufzucht-

kälber 
mind. 1,5 * 108 (EFSA, 2010) 
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III MATERIAL UND METHODEN 

1 Material 

1.1 Arbeitsmaterial 

1.1.1 Technische Geräte 

Analysenwaagen     Sartorius, Research und LC4200 

Brutschrank      Memmert, U40 und 500 

Bunsenbrenner     Usbeck, 1040/1 Nr.92.03c451 

CO2-Brutschrank    Thermo, 351 

ELISA-Plate-Reader     Dynex, MRX Revelation 

Gefrierschrank -70°C    Heraeus, Hera freeze 

Gefriertruhe -20°C     Bosch, automatic 

Horizontalschüttler    Heidolph Titramax 1000 

Kolonienzählgerät     Schütt Labortechnik, 30808002 

Kühlschrank      Privileg, Öko Energiesparer 

Laborschüttler  Scientific Industries, Vortex Genie2, 

G-560E; IKA-Labortechnik, KS 250 

Lichtmikroskop   Leitz Typ 307-127.001; Wilovert® 

Lyophilisator      Christ, Alpha I-5 

MALDI-TOF-MS     Bruker Microflex™ LT 

Micronaut Sprint    Merlin Diagnostic, ST-6001-001 

Mikrozentrifuge   Hettich Zentrifugen, 200;  

 VWR Galaxy 16 DH 

pH-Meter    WTW, pH 330 

UV-Vis Spectralphotometer   Shimadzu, UV-1202 

Spannungsgerät für die    BIO-RAD, Power Pac Junior 

Gelelektrophorese      

Sterilbank    Antair BSK (Typ BSK/6) 

Thermocycler      Biometra, T3000 

UV-Kabinett    Intas Science Imaging Instruments 

Zentrifuge   Hermle Labortechnik, Hermle Z 383; 

Hettich Zentrifugen, Rotanta 460R 



Material und Methoden    41 

1.1.2 Gebrauchsmaterial 

Anaerobiertöpfe     Merck, 107040 

      BD GasPak™, 260672 

Anaeroclip      Merck, 1.14226 

Aufbewahrungsboxen    VWR, 479-0310 

Bunsenbrenner     Usbeck, Typ 1040/1 

Eimer 5 l      OBI 

Einsätze für Cryoboxen   VWR, 479-0364 

Exsikator      Duran, Vakuumtest 

Färbewannen      Henry Schein, 420-575 

Finnpipette 1-5 ml     Labsystems, 000662 4500 

Fuchs-Rosenthal-Zählkammer  Marienfeld 

Glasspatel     Brennstein Laborbedarf 

Kämme für Gelelektrophorese   Peqlab, 40-1214-24D 

McFarland Standard     bioMérieux, SA 818531501 

Mehrkanal-Pipette     Transferpette® S-8 30 - 300 µl 

Metalllöffel 

Metallösen 

Metallspatel 

MSP 96 Target ground steel    Bruker, 224990 

PerfectBlue™ Gelsystem Mini L   Peqlab, 40-1214 

für Gelelektrophorese     

Pipette Eppendorf Research 10 µl   VWR, 613-3588 

Pipette Eppendorf Research 100 µl   VWR, 613-3588 

Pipette Eppendorf Research 1000 µl  VWR, 613-3587 

Pipettus accu-jet®     Brand, 26300 

Reagenzgläser steril     Schott Duran, 212-1116 

Reagenzglashalter     VWR, 212-6122 

Sterile Glaspipetten 

Verschließzange für Bördelkappen 

1.1.3 Verbrauchsmaterial 

1-Kanal-Reservoirs     Merlin, R-4-510 

96-Loch-Mikrotiterplatten   Greiner Bio One, 2014-3 

Abdeckfolie      Merlin, B4-003-100 
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Abdeckplatte für     Greiner Bio One, 656101 

96-Loch-Mikrotiterplatten    

Allzweckbeutel 1 l     Rossmann 

Anaeorocult IS     Merck, 1.13829.0001 

Anaerocult A      Merck, 1.16819.0001 

Baktolin Waschlotion    Bode, 974122 

Bördelkappen     Brennstein Laborbedarf 

Cryoröhrchen      Brand, 4791203 

Einmalösen      VWR, 631-2211 

Einmalspritzen 20 ml    Terumo, SS+T20ES1 

Einwegösen      VWR 612-9354 

ELISA-Kit zum Antigennachweis von  Bio-X Diagnostics, BIO K348 

Rotavirus, Coronavirus, E. coli F5 (K99)  

und Cryptosporidium parvum beim Rind   

Etiketten      Zweckform, 3659 

Filterpapier 

Finntips 1-5 ml     VWR, 612H6391 

Gummistopfen     Brennstein Laborbedarf 

Korkbohrer (Ø 5mm)    VWR, 217-9690 

Minisart-Membranfilter,    Sartorius, 514-7011 

Porengröße 0,2 µm      

Multiply®-PCR-Ketten    Sarstedt 72.991.002 

Nitrilhandschuhe     Kimberly-Clark, 52001M 

Objektträger mit Mattrand    Henry Schein, 9002573 

Petrischalen      Sarstedt, 821473 

Pipettenspitzen 100 µl    Sarstedt, 70.760 

Pipettenspitzen 1000 µl    Sarstedt, 70.762 

Pipettenspitzen für Mikronaut Sprint  Merlin, ST3-001-500 

Pipettenspitzen mit Filter 10 µl   Sarstedt, 70.762.411 

Polypropylenröhrchen  

15 ml       Greiner Bio One, 188271 

50 ml       Greiner Bio One, 227261 

Rectal Handschuhe     Krutex, 260685 

Resistenztest-Panels   Merlin, E1 960-100 und 961-100; 

 ES 212-100 und 213-100 
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Safe Seal MicoTube 1,5 ml    Sarstedt, 72.706.400 

Safe Seal MicoTube 2 ml    Sarstedt, 72.695.400 

Safe Sept Hautdesinfektion Pumpspray  Henry Schein, 9006271 

Schwamm      Rossmann 

Vakzinefläschchen, 50 ml    Brennstein Laborbedarf 

Wasserfester Filzstift 

Wattestäbchen, steril     VWR, 1158270 

Zahnstocher      Rossmann 

Zellkulturflaschen    Greiner Bio One, 660160 

1.1.4 Nährböden 

Blut-Agar 

60 g Blut-Agar-Basis Nr. 2    Oxoid, CM271 

100 ml defibriniertes Schafblut   Fiebig, 1000100 

1 1/2 l dest. H2O 

 

CATC-Agar 

54,5 g CATC-Agar     Sifin, TN 1273 

1 ml Tween 80     Roth, 9139.1 

1 l dest. H2O 

 

Fluorocult ECD-Agar 

53,1 g Fluorocult ECD-Agar    Merck, 1.04038 

1 l dest. H2O 

 

Gassner-Agar 

77 g Gassner-Agar     Merck, 1.01282 

1 l dest. H2O 

 

LAMVAB-Agar 

1 l Lösung A  

104,4 g MRS-Broth    Merck, 1.10661 

1 ml Cystein-HCl-Lösung   Merck, 2839 

1ml Bromcresol-Grün-Lösung  Applichem, A 1051 

1 l dest. H2O  
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1 l Lösung B  

40 g MRS-Agar    Oxoid, CM361 

10 g Agar-Agar    Oxoid, L11 

1 l dest. H2O 

20 ml Lösung C  

Vancomycinhydrochlorid   Sigma, V0045000 

 

MRS-Agar 

62 g MRS-Agar     Oxoid, CM361 

4 g Agar-Agar     Oxoid, L11 

1 l dest. H2O 

 

MSRV-Agar 

15,8 g MSRV-Nährboden-Basis   Oxoid, CM 910 

10 mg MSRV-Selektiv-Supplement   Oxoid, SR 161 

500 ml dest. H2O 

 

Platecount-Agar 

60 g Blut-Agar-Basis Nr.2    Oxoid, CM271 

1 1/2 l dest. H2O 

 

Schaedler-Agar 

41,9 g Schaedler-Agar    BD, 212189 

50 ml defibriniertes Schafblut   Fiebig, 1000100 

1 ml 1%ige Vitamin K1-Lösung   Merck, 5.01890 

1 l dest. H2O 

1.1.5 Flüssige Nährmedien 

MRS-Bouillon 

52,2 g MRS-Broth     Merck, 1.10661 

1 l dest. H2O 

 

MRS für Kryo 

26 g MRS-Broth     Merck, 1.10661 

100 g Glycerol (20 %)    Applichem, A 3552 
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500 ml dest. H2O 

 

Nutrient Broth für Kryo 

12,5 g Nutrient Broth No. 2    Oxoid, CM67 

75 g Glycerol (15 %)     Applichem, A 3552 

500 ml bidest. H2O 

 

Peptonwasser zur Salmonellenanreicherung 

10 g Pepton aus Casein    Merck, 1.07213 

5 g NaCl      Merck, 1.06400 

3,75 g  Na2HPO4    Merck, 1.06586 

1,5 g   KH2PO4    Merck, 1.04873 

1 l dest. H2O 

 

Phenolrotbouillon 

7,5 g Phenolrotbasis     Merck, 1.10987 

450 ml dest. H2O 

Zusätze für 10 %ige Zuckerlösung 

5 g Xylose (D (+)- Xylose)   Merck, 1.08689 

 5 g Arabinose (L (+)-Arabinose)  Merck, 1.01492 

 5 g Manitol (D (-)-Manitol)   Merck, 1.05982 

 5 g Natriumpyruvat (Na-Pyruvate)  Fluka, 15990 

 + jeweils 50 ml bidest. H2O 

 

Wilkens-Chalgren-Anaerobe-Broth 

33 g Wilkens-Chalgren-Anaerobe-Broth  Oxoid, CM 643 

1 l dest. H2O 

1.1.6 Lösungen 

Ladepuffer 

3 g Ficoll 400      Merck, 341691 

1 ml Na2EDTA pH 8 (0,5 M)   Merck, 1.08454 

0,25 ml Bromphenolblau (4%)  Merck, 1.08122 

10 ml dest. H2O 
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NaCl-Lösung, gepuffert 

7,65 g NaCl      Merck, 1.06400 

0,724 g Na2HPO4    Merck, 1.06586 

0,21 g  KH2PO4    Merck, 1.04873 

1 l dest. H2O 

 

NaCl-Lösung, 0,9 % 

9 g NaCl     Merck, 1.06400 

1 l dest. H2O 

 

PBS-Lösung 

9,55 g PBS-Puffer     Applichem, A 0964,9050 

1 l dest. H2O  

 

STV (Saline-Trypsin-Versen) 

100 ml Saline  

 80 g NaCl    Merck, 1.06400 

 10 g Glukose     Sigma, G0350500 

 2 g KCl    Merck, 1.04936 

 11,5 g  Na2HPO4 x 2 H2O  Merck, 1.06586  

 2 g  KH2PO4    Merck, 1.04873 

 100 ml Phenolrot (0,1 %)  Merck, 1.07241 

 900 ml dest. H2O 

50 ml Trypsin (1,25 %)   PAA, L11-001    

25 ml Versen (1 %)    Sigma, E-6511 

825 ml dest. H2O 

 

TBE-Puffer (10x) 

108 g Tris(hydroxymethyl)-   Merck, 1.08382 

aminomethan (Tris)     

55 g Borsäure      Applichem, A3581 

40 ml Na2EDTA pH 8 (0,5 M)  Merck, 1.08454 

960 ml dest. H2O 
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Trypanblau-Lösung 

1 ml 0,5 % Trypanblau   Biochrom, L6323 

8,9 ml PBS-Dulbecco    Biochrom, L182-5005 

 

Zimtsäurematrix 

14 mg Zimtsäure     Aldrich, 476870 

500 µl Acetonitril     Fluka, 34967 

25 µl Trifluoressigsäure    Fluka, 74564 

475 µl dest. H2O 

1.1.7 Reagenzien 

API-Testsystem     bioMérieux 

Api 20 E      REF 20100/20160 

API Suspensionsmedium    REF 70700 

TDA       REF 70402 

James       REF 70542 

VP1 und VP2      REF 70422 

NIT1 und NIT2     REF 70442 

Zn Reagenz      REF 70380 

 

Gramfärbung 

Aceton      Applichem, 11-36-66-67 

Immersionsöl      Merck, 1.15577 

Karbolfuchsinlösung     Merck, 9215 

Kristallviolettlösung     Merck, 1.09218 

Lugol`sche Lösung 

Jod doppelt sublimiert   Merck, 4761 

Kaliumiodid neutral    Merck, 5043 

 

MTT-Test 

Dimethylsulfoxid DMSO   Merck, 1.02952 

Fetales Kälberserum (FKS)   Biochrom, S0115 

Gliotoxin      Sigma, G9893  

L-Glutamin     PAA, M11-004 

MTT      Sigma, M2128 
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Penicillin/Streptomycin   PAA, P11-010 

RPMI 1640     Sigma, R8758 

 

PCR- und Elektrophorese 

DNA-Ladder (100 bp)    New England Biolabs, N3231L 

Agarose      Peqlab, 35-1020 

dNTP Mix, 200 µM    Quiagen, 201901 

Ethidiumbromid     Sigma, E8751 

Hot Start Polymerase 5 U/ml   Quiagen, 203203 

(inkl. 10 * PCR-Puffer mit MgCl2)   

Nuklease-freies Wasser    Promega, P119C 

PCR Master-Mix     Promega, M7505 

PowerSoilTM DNA Isolation Kit   MoBio, 12888-50 

Primer      Metabion 

 

Serologische Differenzierung 

Anti-Salmonella, omnivalent   Sifin, TR 1101 

Anti-Coli O157:K-     Sifin, TS 2218 

1.1.8 Weitere Chemikalien und Zusätze 

Bacterial test standard    Bruker, 255343 

Ethanol     Roth, 9065.5 

Gallenextrakt Rind (Oxgall powder)  Fluka, B3883 

Glycerol     Applichem, A 3552 

Kovacs Indol-Reagenz    Merck, 1.09293 

Maisstärke     Mondamin 

Milchsäure     Merck, 1.00366 

Natronlauge (NaOH)     Sigma, S5881 

Oxidase-Reagenz     Sigma, T3134 

Salzsäure (HCl)     Merck, 1.09057 

Streptomycinsulfat    Sigma, S6501 

Wasserstoffperoxid 30 %    Roth, 8070.2 
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1.1.9 Software 

ELISA-Plate-Reader Software   Dynex Revelation Software, Version 

4.22 

MALDI Biotyper Software   Bruker 

Excel 2010     Microsoft 

SigmaPlot 12.0    Sigma 

SPSS Statistics 21    IBM  

1.1.10 Zellkultur 

Verozellen (Nierenzellen    DSMZ, ACC 33 

Grüner Meerkatzen) 

1.1.11 Referenzstämme 

Lactobacillus reuteri     DSM 20016 

Clostridium perfringens   DSM 756 

Escherichia coli O101: K99   Lehrstuhl für Tierhygiene, Nr. 33 

Salmonella Typhimurium   DSM 554 

1.1.12 Kandidatenkeime 

Alle verwendeten Kandidatenkeime der Spezies L. reuteri (n = 57) wurden 

während des ersten Teils des Versuches aus den untersuchten Faecesproben 

isoliert. Die Isolat-ID setzt sich folgendermaßen zusammen: Die erste Zahl 

kennzeichnet die Nummer des Betriebes, die zweite die Nummer des Kalbes und 

die dritte die Probennummer. Anschließend folgt bei Laktobazillenisolaten das 

Kürzel „Lac“ und die Nummer des entsprechenden Isolates (Tabelle 26). 

1.2 Tiere 

Für die vorliegende Arbeit wurden Kotproben von insgesamt 327 Kälbern, 

überwiegend der Rasse Fleckvieh, untersucht. Im ersten Versuchsabschnitt 

wurden in der Zeit zwischen dem 26.11.2010 und dem 21.06.2012 von insgesamt 

145 Kälbern aus 12 verschiedenen Betrieben, sofern möglich, jeweils sieben 

Kotproben innerhalb der ersten acht Lebenstage (= Beprobungszeitraum) 

gewonnen. Parallel dazu wurde der Gesundheitszustand für die ersten zwei 

Lebenswochen (= Beobachtungszeitraum) der Kälber erfasst. Von diesen 145 

Kälbern wurden sieben aus bestimmten Gründen (z. B. andere Erkrankungen 

außer Durchfall oder antibiotische Behandlung) bei der statistischen Auswertung 
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nicht berücksichtigt, so dass die Daten von 138 Kälbern in die Auswertung 

einflossen. Zudem wurden Untersuchungsergebnisse aus einem Vorversuch 

zwischen dem 25.02.2008 und dem 27.05.2008 mit 12 weiteren Kälbern in die 

statistische Auswertung miteinbezogen. Tabelle 4 gibt einen Überblick über die 

für die Endauswertung berücksichtigte Kälberanzahl pro Betrieb. Eine detaillierte 

Übersicht der untersuchten Kälber findet sich in Tabelle 30 und Tabelle 31 

(Anhang). 

Tabelle 4: Übersichtstabelle über die im ersten Versuchsteil untersuchten 
Kälber 

Betrieb Landkreis Kälber 

gesamt (n) 

weibl. 

Kälber (n) 

männl. 

Kälber (n) 

Zwillings-

kälber (n) 

Beprobungs-

zeitraum 

1 Erding 8 4 4 0 26.11.2010 - 

25.01.2011 

2 Erding 6 2 4 2 09.12.2010 - 

16.12.2010 

3 Weißenburg-

Gunzenhausen 

13 3 10 0 20.05.2011 - 

06.07.2011 

4 Weißenburg-

Gunzenhausen 

13 6 7 4 17.05.2011 - 

02.09.2011 

5 Neuburg-

Schrobenhausen 

13 5 8 2* 01.09.2011 - 

24.11.2011 

6 Donau-Ries 15 7 8 2 16.09.2011 - 

03.11.2011 

7 Aichach-

Friedberg 

12 6 6 0 25.10.2011 - 

01.03.2012 

8 Eichstätt 14 8 6 0 25.10.2011 - 

02.02.2012 

9 Aichach-

Friedberg 

4 1 3 0 17.01.2012 - 

24.01.2012 

10 Aichach-

Friedberg 

14 7 7 1* 15.01.2012 - 

17.03.2012 

11 Aichach-

Friedberg 

18 9 9 3* 18.03.2012 - 

14.06.2012 

12 Neuburg-

Schrobenhausen 

8 3 5 0 16.03.2012 - 

21.06.2012 

13 Freising 12 5 7 0 25.02.2008 - 

15.04.2008 

* Geschwisterzwilling(e) verendet oder an anderer Krankheit außer Diarrhoe erkrankt 

Darüber hinaus wurden im 3. Teil der Arbeit zwischen dem 10.02.2013 und dem 

25.11.2013 jeweils 4 Kotproben von weiteren 170 Kälbern der oben genannten 

Betriebe (außer den Betrieben 9, 10 und 13) untersucht (Tabelle 45, Anhang). 
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1.3 Datenerfassung 

Zu jedem Kalb wurde ein Begleitblatt ausgefüllt, das Angaben über die Identität 

des Kalbes, Geschlecht, Rasse, Geburtsdatum, Geburtsgewicht, Geburtsverlauf, 

Gesundheitszustand nach der Geburt, Muttertier, Kolostrumaufnahme sowie 

Auftreten von Durchfall und Medikamentengaben beinhaltete. 

1.4 Probengewinnung 

Das Untersuchungsmaterial (Kälberfaeces) wurde zumeist vom Landwirt selbst 

direkt aus dem After des Kalbes gewonnen. Hierzu wurde zunächst die 

Analregion des Kalbes gesäubert und desinfiziert. Anschließend wurde ein 

industriereiner Handschuh übergezogen, wobei zuvor sorgfältig darauf geachtet 

wurde, dass dieser nicht mit der Umgebung in Berührung kam. Das 

Probenmaterial wurde daraufhin mit einem Finger direkt aus dem After des 

Kalbes entnommen. Beim Ausziehen wurde der Handschuh auf links gedreht und 

die Luft herausgestrichen. Anschließend wurde der Handschuh verknotet und in 

einen mit der entsprechenden Probennummer beschrifteten Gefrierbeutel gegeben. 

Auf diese Art wurden von jedem Kalb sieben Proben innerhalb seiner ersten acht 

Lebenstage gewonnen (Tabelle 5). 

Tabelle 5: Zeitpunkte der Probenentnahme 

Probennummer Entnahmezeitpunkt nach der Geburt 

1 0 Stunden 

2 6 Stunden 

3 12 Stunden 

4 24 Stunden 

5 28 Stunden 

6 3 Tage 

7 7 Tage 

 

1.5 Lagerung und Transport des Probenmaterials 

Bis zur Abholung (maximal 48 Stunden nach Entnahme) wurden die Kotproben in 

einem Kühlschrank bei +4 bis +8 °C auf dem Betrieb aufbewahrt. Der Transport 

in das Untersuchungslabor erfolgte unter Kühlhaltung in einer handelsüblichen 

Kühlbox, die mit Kühlakkus versehen war. Die Untersuchung der Proben wurde 

unmittelbar nach Ankunft im Untersuchungslabor durchgeführt. Anschließend 

wurden die Proben bei -20° C eingefroren. 
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1.6 Struktur der untersuchten Betriebe 

Die untersuchten Betriebe waren auf die drei bayerischen Regierungsbezirke 

Oberbayern, Schwaben und Mittelfranken verteilt. Der Milchviehbestand der 

Betriebe umfasste 55 bis 165 Kühe in konventioneller Laufstallhaltung. Die 

Tränkung der Kälber mit Kolostrum erfolgte, sofern möglich, unmittelbar nach 

der Geburt. In allen Betrieben wurden die Kälber spätestens 24 h nach der Geburt 

in sogenannte Kälberiglus oder Einzelboxen im Außenbereich verbracht. 
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2 Methoden 

2.1 1. Teil: Untersuchungen zum Durchfallgeschehen und zur 

Zusammensetzung der intestinalen Mikrobiota neugeborener 

Kälber 

2.1.1 Mikrobiologisch-kulturelle Untersuchungen 

2.1.1.1 Keimzahlbestimmung 

Zur quantitativen Untersuchung wurde 1 g Kälberkot in 9 ml physiologischer 

NaCl-Lösung suspendiert und daraus eine Verdünnungsreihe mit Faktor 1:10 

erstellt. 0,1 ml der jeweiligen Verdünnungsstufe wurden anschließend im 

Oberflächen-Spatel-Verfahren in Anlehnung an Gedek (1974) auf verschiedene 

Nährböden aufgebracht. Je nach Probenzeitpunkt wurden unterschiedliche 

Verdünnungsstufen verwendet (Tabelle 6). 

Tabelle 6: Verdünnungsstufen pro Nährboden für verschiedene 
Faecesproben 

Probennummer Nährboden Verdünnungsstufen 

1 Blut, Schaedler, Gassner 10-2 bis 10-5 

 CATC, LAMVAB 10-2 bis 10-3 

2 Blut, Schaedler, Gassner 10-2 bis 10-7 

 CATC 10-2 bis 10-6 

 LAMVAB 10-2 bis 10-4 

3, 4 Blut, Schaedler 10-2 bis 10-9 

 Gassner, CATC 10-2 bis 10-8 

 LAMVAB 10-2 bis 10-6 

5, 6, 7 Blut, Schaedler, Gassner 10-6 bis 10-9 

 CATC 10-2 bis 10-7 

 LAMVAB 10-2 bis 10-8 

 

Für die Bestimmung der Bakterienanzahl in den verschiedenen Keimgruppen 

wurden, wie bei Hölzel et al. (2010) beschrieben, unterschiedliche 

Anzuchtmedien verwendet (Tabelle 7). Die Bestimmung der aeroben mesophilen 

Gesamtkeimzahl erfolgte auf Blut-Agar, einem unselektiven Agar, der die 

Beurteilung des Hämolyseverhaltens von Bakterien ermöglicht. Die anaerobe 

mesophile Gesamtkeimzahl wurde nach Bebrütung unter anaeroben Bedingungen 
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auf Schaedler-Agar bestimmt, der durch die Zugabe von Schafblut und Vitamin 

K1 das Wachstum obligater Anaerobier fördert. Für die Erhebung der Zahl der 

Enterobacteriaceae wurde Gassner-Agar verwendet. Gassner-Agar enthält 

Metachromgelb vor allem zur Hemmung der grampositiven Begleitflora und 

Laktose als Reaktionskörper, deren Abbau zu Säure durch den Indikator 

Wasserblau angezeigt wird. Wasserblau ist im sauren Bereich tiefblau, im 

alkalischen Bereich hingegen farblos. Im alkalischen Bereich tritt daher die gelbe 

Farbe des Metachromgelbs zunehmend in Erscheinung. Dies ermöglicht eine 

Unterscheidung der Enterobakterien in laktosepositiv und laktosenegativ. Die 

Enterokokken-Zahl wurde mit Hilfe des CATC-Agars erhoben. Die hohen 

Konzentrationen an Azid und Citrat hemmen die Begleitflora fast vollständig. 

Enterokokken können das farblose 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid zu rotem 

Formazan reduzieren, weshalb sie auf diesem Agar rote Kolonien bilden. Zum 

Nachweis der Laktobazillen diente der LAMVAB-Agar nach Hartemink et al. 

(1997). Sein Wirkungsprinzip beruht darauf, dass er zum einen mittels eines 

niedrigen pH-Werts die Konkurrenzflora (Enterobakterien, Clostridien, andere 

Anaerobier, usw.) hemmt und zum anderen durch das zugegebene Vancomycin 

(20 mg/ml) weitere Milchsäurebakterien wie Enterokokken und Bifidobakterien 

unterdrückt.  

Nach 48-stündiger Inkubation bei 37 °C (Schaedler- und LAMVAB-Agar im 

Anaerobierbehälter) wurden pro Probe und pro Nährbodenart zwei Agarplatten 

aufeinander folgender Verdünnungsstufen ausgezählt und nach Multiplikation mit 

dem jeweiligen Verdünnungsfaktor der Mittelwert beider Platten als 

durchschnittlicher Keimgehalt berechnet. 

Tabelle 7: Anzuchtmedien zur bakteriologischen Untersuchung von 
Kälberfaeces 

Nährmedium Keimbestimmung 

Blut- Agar Aerober Keimgehalt 

Schaedler- Agar Anaerober Keimgehalt (Clostridien) 

CATC- Agar Enterokokken 

Gassner- Agar Enterobacteriaceae 

LAMVAB- Agar Laktobazillen 

2.1.1.2 Keimisolierung und Keimidentifizierung 

Alle Zielkeime (Enterobakterien, Enterokokken, Laktobazillen und Clostridien) 

wurden nach der Keimzahlbestimmung morphologisch beschrieben. Dabei 
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wurden Größe, Form, Oberflächenstruktur und Pigmentierung berücksichtigt. 

Anschließend wurde, wie unter 2.1.1.1 beschrieben, für alle visuell 

unterschiedlichen Kolonien auf einer Nährbodenart die jeweilige Keimzahl 

ermittelt. Nach Isolierung und Subkultivierung der zuvor beschriebenen Kolonien 

und weiteren 24 h Bebrütung wurden die Reinkulturen verschiedenen 

orientierenden Differenzierungsreaktionen unterzogen (Tabelle 8). Je nach 

Zielkeim wurden anschließend weitere Differenzierungstests durchgeführt. 

Tabelle 8: Prüfschema zur orientierenden Differenzierung in Kälberfaeces 
vorkommender Bakterien 

Keim 
Färbung Reaktion 

Gram Sporenbildner Katalase Oxidase Indol 

Enterobacteriaceae -  St - + - + / - 

Enterococcus spp. + K - - n.u. n.u. 

Clostridium spp. +/- St + - - + oder - 

Lactobacillus spp. + St - - - - 

n.u. = nicht untersucht; - neg. Reaktion; + pos. Reaktion; St = Stäbchen; K = Kokken 

2.1.1.2.1 Bakteriologische Differenzierungsmethoden 

Gramfärbung 

Prinzip 

Bei der Gramfärbung wird ein unlöslicher Farbstoffkomplex innerhalb der Zelle 

gebildet, welcher bei grampositiven Bakterien aufgrund ihrer mehrschichtigen 

Zellwand durch Alkohol nicht gelöst werden kann. Deshalb erscheinen sie in der 

Farbe des Komplexes. Bei gramnegativen Bakterien hingegen umfasst die 

Mureinschicht lediglich ein bis drei Schichten, weshalb der Farbstoffkomplex 

durch Alkohol gelöst werden kann. Daher erscheinen sie in der Farbe der 

Gegenfärbung. 

Durchführung  

- Eine Öse mit Bakterienmaterial in einem Tropfen NaCl-Lösung auf einem 

Objektträger verreiben. 

- Präparat lufttrocknen und hitzefixieren (3 Mal durch die Flamme ziehen). 

- Mit Karbolgentianaviolettlösung für 3 min bedecken, dann abgießen. 

- 1 ½ min mit Lugol´scher Lösung beizen. 

- Mit Leitungswasser abspülen. 
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- In Alkohol und Alkohol-Aceton-Mischung entfärben, bis keine 

Farbwolken mehr abgehen. 

- Mit Leitungswasser nachspülen. 

- Gegenfärben mit Fuchsin für 30 sek. 

- Mit Wasser abspülen und trocken lassen. 

- Grampositive Keime erscheinen blau, gramnegative hingegen rot. 

 

Katalase-Test 

Prinzip 

Nachweis des Enzyms Katalase, das den Umbau von Wasserstoffperoxid in 

Sauerstoff und Wasser bedingt. 

Durchführung 

- Einen Tropfen 3%iges Wasserstoffperoxid auf einen Objektträger geben. 

- Wenig Koloniematerial mit der Öse einreiben; dabei darauf achten, dass 

kein Blutagarmaterial verrieben wird => falschpositive Ergebnisse. 

- Gasbläschenbildung durch Sauerstofferzeugung wird als positive Reaktion 

gewertet. 

 

Oxidase-Test 

Prinzip 

Nachweis des Enzyms Cytochrom-c-Oxidase in Bakterienzellen. 

Durchführung 

- Filterpapier auf einen Objektträger legen und mit einigen Tropfen 

Oxidase-Reagenz (Tetramethyl-p-Phenylendiamin-Dihydrochlorid) 

tränken. 

- Eine Einwegöse aus Plastik mit Bakterienkultur auf dem Filterpapier 

verreiben (Metallösen können zu falschpositiven Ergebnissen führen). 

- Blaufärbung nach spätestens 30 sek gilt als positive Reaktion. 
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Indol-Nachweis 

Prinzip 

Das Enzym Tryptophanase katalysiert den Umbau der Aminosäure Tryptophan zu 

Indol, Ammoniak und Brenztraubensäure. Als Indikatorstoff fungiert 

p-Dimethylaminobenzaldehyd, das bei Anwesenheit von Indol rot wird. 

Durchführung 

- Filterpapier auf einem Objektträger mit Kovacs-Reagenz tränken. 

- Koloniematerial mit einer Öse auf Filterpapier verreiben. 

- Alternativ kann Kovacs-Reagenz auch direkt auf den Nähragar getropft 

werden. 

- Rotfärbung innerhalb von ein bis drei Minuten wird als positive Reaktion 

gewertet. 

 

Serumagglutination 

Prinzip 

Serologische Identifizierungsmethode, bei der im Serum enthaltene spezifische 

Antikörper mit den entsprechenden Antigenen Komplexe bilden. 

Durchführung 

- Einen Tropfen Serum auf den Objektträger geben. 

- Bakterienmaterial mit der Öse einreiben. 

- Negativkontrolle mit einem Tropfen NaCl-Lösung. 

- Als positive Reaktion gilt eine sichtbare Verklumpung des Serums. 

 

Biochemische Identifizierung mittels API 20 E® 

Prinzip 

Das API System stellt eine standardisierte und miniaturisierte Bunte Reihe dar. 

Verschiedene biochemische Reaktionen werden in Mikroröhrchen auf einem 

Teststreifen durchgeführt. Die in den Mikroröhrchen enthaltenen dehydrierten 

Substrate werden durch die zu untersuchende Bakteriensuspension gelöst. Die 

daraus resultierenden biochemischen Reaktionen werden entweder direkt oder 

nach Zugabe von Reagenzien durch einen Farbumschlag sichtbar. Die 

Auswertung erfolgt mit Hilfe eines Auswertungsbogens und einer Datenbank. 
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2.1.1.2.4 Untersuchung auf Enterokokken 

Enterococcus spp. wurden zur genauen Spezifizierung zusätzlichen Zuckertests 

unterzogen (Bejuk et al., 2000). Dafür wurde jeweils eine Öse mit 

Koloniematerial in Röhrchen mit 5 ml der jeweiligen Zuckerlösung gerührt und 

durch Vortexen gut durchmischt. Nach 24-stündiger Bebrütung bei 37 °C wurde 

die Verstoffwechslung der Zucker überprüft. Ein Farbumschlag der zuvor roten 

Zuckerlösung nach gelb wurde als positives Ergebnis gewertet. In 

Übereinstimmung mit dem morphologischen Erscheinungsbild wurden die 

Enterokokken anhand ihrer Stoffwechselprofile in drei Gruppen eingeteilt: 

Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium und Enterococcus 

nonfaecalis/nonfaecium (Tabelle 9). 

Tabelle 9: Zuckerverstoffwechslung verschiedener Enterococcus spp. (nach 
Bejuk et al., 2000) 

Spezies Substrat 

 Xylose Mannitol Arabinose Natriumpyruvat 

Ent. faecalis - + - + 

Ent. faecium - + + - 

Ent. 

nonfaecalis/nonfaecium-
Gruppe     

Ent. gallinarum + + + - 

Ent. casseliflavus 

(= flavescens) + + + - 

Ent. raffinosus + + + +/- 

Ent. hirae - - (+) - - 

Ent. durans - - - - 

Ent. villorum - - - - 

Ent. avium - + + + 

 

2.1.1.2.5 Untersuchung auf Laktobazillen 

Alle von LAMVAB-Agar isolierten Keime, welche die Kriterien in Tabelle 5 

erfüllten, wurden als „Laktobazillen“ angesehen. Von den einzelnen Proben 

wurden bis zu acht verschiedene Einzelkeime isoliert. Eine genaue 

Speziesidentifizierung erfolgte zu einem späteren Zeitpunkt mit Hilfe der 
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MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption/Ionisation-Time of Flight) 

Massenspektrometrie (MS) wie bei Sauer et al. (2008) und Wieser et al. (2012) 

beschrieben (s. 2.1.2). Stichprobenhaft wurden auch morphologisch identische 

Kolonien auf ihre Übereinstimmung mittels MALDI-TOF MS überprüft. 

2.1.1.3 Cryokonservierung 

Nach der Differenzierung erfolgte die Konservierung der Isolate bei -70 °C. 

Hierfür wurden die Keime subkultiviert, für 24 h (bzw. 48 h bei Laktobazillen) bei 

37 °C inkubiert und anschließend mit cryoprotektivem Medium versehen. Bei den 

Laktobazillen diente glycerolhaltige MRS-Bouillon, bei allen anderen Keimen 

Nutrient Broth mit Glycerol als cryoprotektives Medium. 

2.1.2 Speziesidentifizierung mit MALDI-TOF-Massenspektrometrie 

Alle den Laktobazillen zugeordneten Isolate wurden einer genauen Identifizierung 

mittels MALDI-TOF-MS unterzogen. Die MALDI-TOF-MS stellt derzeit die 

schnellste, präziseste und kostengünstigste Methode für die Identifizierung 

intakter Bakterien in der Routinediagnostik dar (Carbonnelle et al., 2011). Die 

bakterielle Diagnostik mithilfe der MALDI-TOF-MS beruht vorwiegend auf der 

Analyse ribosomaler Proteine anhand ihrer Massen und dem Abgleich des 

dadurch entstehenden charakteristischen Spektrums mit einer Datenbank. Dafür 

wird eine Bakterienkolonie direkt auf eine metallische Target-Platte aufgetragen 

und mit einer Zimtsäurematrix-Lösung kokristallisiert. Nach Erzeugung eines 

Vakuums wird die Probe mit einem fokussierten Laserstrahl beschossen, wodurch 

die Matrix explosionsartig verdampft. Dabei werden die in die Matrix 

eingebetteten Analyten herausgelöst und ionisiert. Die ionisierten Moleküle 

werden in einem elektrischen Feld beschleunigt und deren Flugzeit im Vakuum 

bestimmt (Schubert und Wieser, 2010; Carbonnelle et al., 2011) (Abbildung 4). 

Anhand der Flugzeit wird die exakte Masse der einzelnen Analyten berechnet und 

in einem Gesamtspektrum dargestellt. Anschließend werden die gewonnenen 

Spektren mit der Referenzdatenbank abgeglichen und das Ergebnis mit 

zugehörigen Übereinstimmungswerten (Score) in einer Liste dargestellt. Die 

Score-Werte können zwischen 0 und 3 liegen. Ein Score-Wert über 2,0 wird als 

korrekte Speziesidentifizierung angesehen, ein Score-Wert über 1,7 als 

verlässliche Genusidentifizierung (Freiwald und Sauer, 2009; Schubert und 

Wieser, 2010).  





Material und Methoden    62 

einem der drei Grade „wässrig“, „suppig“ oder „dünnbreiig“, wurde sie als 

Durchfall-Probe bezeichnet. Fiel sie hingegen in die Kategorien „mittel- oder 

dickbreiig“, so wurde dies als normale Kotbeschaffenheit gewertet. Neben der 

direkten Beurteilung der vorliegenden Proben wurden des Weiteren für die 

Zeiträume zwischen den Probennahmen die Angaben des Landwirtes im 

Fragebogen berücksichtigt. 

Tabelle 10: Beurteilung der Kotkonsistenz (nach der Methode der Klinik für 
Wiederkäuer, LMU München; Friedrich et al., 2011) 

Konsistenz Beschreibung 

wässrig wie Wasser 

suppig wie Erbsensuppe 

dünnbreiig 
breiiger Kot, der durch die gespreizten Finger 

fällt 

mittelbreiig 
bleibt auf den gespreizten Fingern der Hand 

liegen 

dickbreiig fest und knetbar 

 

2.1.4 Nachweis häufiger Durchfallerreger mittels ELISA 

Kotproben derjenigen Kälber, die innerhalb des Beprobungszeitraumes Durchfall 

entwickelten, wurden zur Abklärung der Ursache mithilfe eines digestiven 

ELISA-Tests (Fa. Bio-X Diagnostics) auf das Vorhandensein von Rotaviren, 

Coronaviren, E.coli F5 (K99) und Cryptosporidium parvum untersucht. Dafür 

wurde, falls genügend Probenmaterial vorhanden war, die Durchfall-Probe 

verwendet, ansonsten die nächste darauf folgende Probe. 

Bei dem verwendeten Testkit handelte es sich um einen sogenannten Sandwich-

ELISA. Dabei wird in der Probe enthaltenes Antigen durch Bildung eines 

Antigen-Antikörper-Komplexes gebunden. Durch Zugabe enzymmarkierter 

antigenspezifischer Antikörper kann anschließend hinzugefügtes Substrat im 

positiven Fall hydrolisiert werden. Dies wird durch eine Farbreaktion sichtbar, die 

photometrisch nachgewiesen werden kann. 

Die Durchführung des ELISA-Tests erfolgte nach den Herstellerangaben 

(Abbildung 5). 
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2.2.2 Molekularbiologische Untersuchungen 

Die FAO/WHO (2002) hat Richtlinien für die Evaluierung von Probiotika in 

Nahrungsmitteln aufgestellt. Allen voran wird eine Genus- und 

Speziesidentifizierung mit validierten molekularbiologischen Methoden, 

beispielsweise mittels DNA-Sequenzierung der 16S rRNA, vorgeschrieben. Da 

probiotische Eigenschaften häufig stammspezifisch sind (Fuller, 1992; Ramos et 

al., 2013), wird zudem die Typisierung des ausgewählten Stammes, z. B. mittels 

RAPD-PCR empfohlen. 

2.2.2.1 DNA-Extraktion 

Die Extraktion der DNA aus bakteriellem Kulturmaterial erfolgte mit dem Power 

Soil™ DNA Isolation Kit (Fa. MoBio Laboratories). Tabelle 11 zeigt die 

Zusammensetzung des verwendeten Extraktions-Kits. 

Tabelle 11: Bestandteile des Power Soil™ DNA Isolation Kits 

Kit-Bestandteil Bestandteile (auszugsweise) 

PowerBead Tubes (750 µl) Beads (= Glaskügelchen), Pufferflüssigkeit 

Solution C1 SDS und andere Detergentien 

Solution C2 1. Präzipitationsreagenz 

Solution C3 2. Präzipitationsreagenz 

Solution C4 Hochkonzentrierte Salzlösung 

Solution C5 Ethanol-basierte Waschlösung 

Solution C6 DNA-freier Elutionspuffer 

Spin Filters (Einheiten in 2 ml Tubes) Silica-Membran 

Collection Tubes   

 

Die Durchführung der Extraktion mittels Power Soil™ DNA Isolation Kit erfolgte 

nach Herstellerangaben (Abbildung 7). 





Material und Methoden    67 

2.2.2.2 PCR-Methoden 

2.2.2.2.1 Speziesspezifische PCR 

Die speziesspezifische PCR wurde nach der Methode von Chagnaud et al. (2001) 

durchgeführt. Für die Identifizierung von L. reuteri wird hierbei eine 1000 bp 

umfassende Sequenz innerhalb des 16S rRNA Gens der bakteriellen DNA 

amplifiziert. Dabei bindet ein Primer (forward) an einer speziesspezifischen 

Region, während der andere (reverse) an einer konservierten, genusspezifischen 

Region des 16S rRNA Gens bindet. Für die speziesspezifische PCR wurden die 

57 ausgewählten Kandidatenkeime verwendet, die mittels MALDI-TOF-MS als 

L. reuteri identifiziert wurden. Der Referenzstamm L. reuteri DSM 20016 diente 

bei allen PCR-Methoden als Positiv-Kontolle, nukleasefreies Wasser an Stelle der 

Template DNA als Negativ-Kontrolle. Die PCR wurde mit den von Chaugnaud et 

al. (2001) beschriebenen Primern (Tabelle 12) durchgeführt. 

Tabelle 12: Primer für L.-reuteri-spezifische PCR 

Primer Sequenz 

REUT1 (forward) 5´-TGAATTGACGATGGATCACCAGTG-3´ 

LOWLAC (reverse) 5´-CGACGACCATGAACCACCTGT-3´ 

 

Für die PCR wurden 25 µl Reaktionsgemisch verwendet, welches 1 µl des Power 

Soil™ Extraktes (=Template) enthielt (Tabelle 13). 

Tabelle 13: Zusammensetzung der Reagenzien für L.-reuteri-spezifische PCR 

Bestandteil Volumen (µl) 

Nukleasefreies Wasser 11,0 

Promega Master Mix 12,5 

Primer REUT1 0,25 (1 µM) 

Primer LOWLAC 0,25 (1 µM) 

Template DNA 1,0 

 

Die PCR wurde mittels Thermocycler nach folgendem Schema durchgeführt 

(Tabelle 14). 
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Tabelle 14: Thermocycler-Protokoll für L.-reuteri-spezifische PCR 

PCR-Schritt Temperatur (°C) Zeit (min:sek) Zyklen 

Denaturierung 95 10:00  

Denaturierung 95 00:30 

30 Annealing 65 00:30 

Elongation 72 01:00 

Finale Elongation 72 10:00  

 

Die Amplifikate wurden anschließend mittels Elektrophorese in 1 %igem 

Agarose-Gel aufgetrennt. Isolate, die nicht eindeutig als L. reuteri identifizierbar 

waren, wurden als mögliche Kandidatenkeime für ein Prophylaktikum 

ausgeschlossen. 

2.2.2.2.2 RAPD-PCR 

Die bereits oben genannten, als Kandidatenkeime infrage kommenden L.-reuteri-

Isolate (n = 57) wurden mit der von Williams et al. (1990) beschriebenen RAPD-

PCR (randomly amplified polymorphic DNA-PCR) weiter differenziert, um die 

bei gesunden Kälbern am häufigsten vorkommenden Genotypen für das 

Substitutionsprophylaktikum zu selektieren. Die RAPD-PCR ist eine 

Fingerprinting-Methode, bei der kurze, meist 10 bp umfassende Primer für die 

Amplifizierung der DNA verwendet werden. Aufgrund einer geringen 

Annealingtemperatur lagern sich die Primer auch an DNA-Abschnitte an, die nur 

teilweise ihrer eigenen Sequenz entsprechen. Im Gegensatz zur klassischen PCR 

ist eine genaue Kenntnis des zu amplifizierenden Genabschnitts nicht erforderlich. 

Vielmehr werden zufällig, je nach Sequenz des Primers, unterschiedlich lange 

DNA-Abschnitte amplifiziert, die nachfolgend ein für den jeweiligen 

Bakterienstamm charakteristisches Bandenmuster ergeben (Williams et al., 1990; 

Reineke, 2004). Die RAPD-PCR findet bereits häufig Anwendung in der 

Charakterisierung und Differenzierung von Laktobazillen (Kwon, 2000; Roy et 

al., 2000; Schillinger et al., 2003; Korhonen et al., 2007; Martin et al., 2009; 

Baruzzi et al., 2011). 

Für die RAPD-PCR wurde der Primer OPA-18 (Mättö et al., 2004) verwendet 

(Tabelle 15). 

Tabelle 15: Für RAPD-PCR verwendeter Primer 

Primer Sequenz 

OPA-18 5´-AGGTGACCGT -3´ 
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Der PCR-Ansatz (25 µl) setzte sich aus folgenden Reagenzien zusammen (Tabelle 

16). 

Tabelle 16: Zusammensetzung der Reagenzien für RAPD-PCR 

Bestandteil Volumen (µl) 

Nukleasefreies Wasser 10,5 

Promega Master Mix 12,5 

Primer OPA-18 1,0 (0,4 µM) 

Template DNA 1,0 

 

Folgendes Protokoll wurde für die Durchführung der PCR mittels Thermocycler 

angewendet (Tabelle 17). 

Tabelle 17: Thermocycler-Protokoll für RAPD-PCR 

PCR-Schritt Temperatur (°C) Zeit (min:sek) Zyklen 

Denaturierung 95 05:00  

Denaturierung 94 01:00 

45 Annealing 32 01:00 

Elongation 72 02:00 

Finale Elongation 72 10:00  

 

Die PCR-Produkte wurden gefärbt, mittels Gelelektrophorese aufgetrennt und 

anschließend mit Hilfe von UV-Licht visualisiert. Für die Selektion möglicher 

Kandidatenkeime für ein Substitutionsprophylaktikum wurden Isolate der drei am 

häufigsten bei gesunden Kälbern nachzuweisenden Stämmen verwendet. 

2.2.2.2.3 16S rRNA-PCR mit Universalprimern 

Diese PCR-Methode wurde lediglich mit den final ausgewählten L.-reuteri-

Stämmen (n = 2) und dem Referenzstamm durchgeführt. Sie diente der 

Überprüfung der Spezies durch eine Sequenzierung der Amplifikate. Die PCR 

wurde in Anlehnung an Korthals et al. (2008) mit den universellen Primern 

com1/com2Ph durchgeführt, mit denen ein 400 bp langes Fragment des 

bakteriellen 16S rRNA Gens vervielfältigt wird (Schwieger und Tebbe, 1998; 

Korthals et al., 2008) (Tabelle 18). 

Tabelle 18: Universalprimer für 16S rRNA-PCR 

Primer Sequenz 

com1 (forward) 5´-CAGCAGCCGCGGTAATAC-3´ 

com2Ph (reverse) 5´-Ph-CCGTCAATTCCTTTGAGTTT -3´ 
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Der 25 µl-Reaktionsansatz enthielt dabei die in Tabelle 19 aufgeführten 

Substanzen. 

Tabelle 19: Zusammensetzung der Reagenzien für 16S rRNA-PCR mit 
Universalprimern 

Bestandteil Volumen (µl) 

Nukleasefreies Wasser 20,37 

10 x Puffer (mit MgCl2) 2,5 (1,5 mM) 

dNTP Mix 0,5 (200 µM) 

Primer com1 0,25 (0,5 µM) 

Primer com2Ph 0,25 (0,5 µM) 

Hotstart Polymerase 0,13 

Template DNA 1,0 

 

Die Vervielfältigung der bakteriellen DNA erfolgte im Thermocycler nach 

folgendem Protokoll. 

Tabelle 20: Thermocycler-Protokoll für 16S rRNA-PCR mit 
Universalprimern 

PCR-Schritt Temperatur (°C) Zeit (min:sek) Zyklen 

Denaturierung 95 15:00  

Denaturierung 94 01:00 

30 Annealing 50 01:00 

Elongation 72 01:10 

Finale Elongation 72 05:00  

 

2.2.2.3 Gelelektrophorese 

Die PCR-Produkte aus oben aufgeführten PCR-Methoden wurden mittels 

horizontaler Gelelektrophorese aufgetrennt. Das 1 %ige Agarose-Gel enthielt 

100 ml 0,5 x TBE-Puffer und 3,6 µl gesättigte Ethidiumbromidlösung (10 mg/ml). 

Anschließend wurden 8 µl des PCR-Produktes mit 2 µl Ladepuffer gemischt und 

auf das Gel aufgetragen. Zusätzlich wurden auf beiden Seiten des Gels je 10 µl 

einer 100 bp DNA-Ladder aufgetragen. Nach Anlegen einer Spannung von 200 V 

für 45 min wurde das Gel mittels UV-Licht visualisiert. Die Position der 

einzelnen DNA-Fragmente im Gel wurde visuell bestimmt. 

2.2.2.4 Sequenzierung 

Eine Sequenzierung erfolgte nur für Stämme, die zuletzt für das probiotische 

Endprodukt ausgewählt wurden (n = 2). Die Sequenzanalyse der PCR-Produkte 
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aus speziesspezifischer PCR und 16S rRNA-PCR mit Universalprimern wurde 

von der Firma Sequiserve (Vaterstetten) durchgeführt. Die Nukleotidsequenzen 

der Genfragmente wurden anschließend mit Hilfe des BLAST-Programms (Basic 

Local Alignment Search Tool; http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) mit 

Sequenz-Datenbanken verglichen und die statistische Wahrscheinlichkeit für 

Speziesübereinstimmungen ermittelt. 

2.2.3 Mikrobiologisch-kulturelle Untersuchung 

2.2.3.1 Prüfung der Antibiotika-Resistenz 

Zur Prüfung der Antibotika-Resistenz wurde die minimale Hemmkonzentration 

(MHK) mittels Mikrodilutionsverfahren bestimmt. Die MHK ist die niedrigste 

Konzentration eines Antibiotikums (mg/l), ab der ein Bakterienisolat kein 

Wachstum aufweist. Die Festlegung sog. Cut-off-Werte ermöglicht die 

Unterscheidung von sensiblen und resistenten Isolaten. Stimmt der MHK-Wert 

eines zu untersuchenden Isolates mit dem Cut-off-Wert überein oder liegt er 

darunter, so ist es als sensibel einzustufen. Ein MHK-Wert über dem Cut-off-Wert 

kennzeichnet ein resistentes Isolat (EFSA, 2012a). 

Für diese Untersuchung wurden kommerzielle Mikrotiterplatten, die mit 

verschiedenen Antibiotika in aufsteigenden Konzentrationen vorbeschichtet sind, 

verwendet. Mittels oben aufgeführter Methoden wurden 18 L.-reuteri-Isolate 

ausgewählt, die auf ihr Resistenzverhalten hin überprüft wurden. Die Überprüfung 

erfolgte nach dem von Hölzel (2006) beschriebenen Verfahren zur Testung von 

Laktobazillen. Hierfür wurden einige Kolonien einer Lactobacillus-Kultur (48 h, 

37 °C, anaerob) von MRS-Agar in 0,9 %ige NaCl-Lösung überführt und eine dem 

Teststandard McFarland 0,5 entsprechende Trübung eingestellt. Anschließend 

wurden 100 µl dieser Suspension zu zwei Teströhrchen mit jeweils 13 ml 

Wilkens-Chalgren-Broth hinzugegeben. Die Befüllung der Kavitäten der 

Mikrotiterplatte mit je 100 µl der zuvor hergestellten Lösung erfolgte mit Hilfe 

des Micronaut® Sprint Dispensierautomaten. Nach fünfminütigem Schütteln auf 

einem Horizontalschüttler wurden die Mikrotiterplatten mit Klebefolie versehen 

und anaerob bei 37 °C für 48 h bebrütet. Anschließend wurde die MHK visuell 

beurteilt. Zum Ausschluss einer Kontamination wurde für jede der hergestellten 

Lösungen ein Kontrollausstrich auf Blut angefertigt, der 24 h bei 37 °C bebrütet 

wurde. 
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Da sich Streptomycin nicht auf der vorbeschichteten Mikrotiterplatte befand, 

wurde dieses für die Untersuchung auf Streptomycinresistenz in Wilkens-

Chalgren-Broth gelöst und sterilfiltriert. Anschließend wurde eine 

Verdünnungsreihe erstellt, wodurch Streptomycinkonzentrationen von 8, 16, 32, 

64 und 128 mg/l in der Lösung erreicht wurden. 50 µl jeder Verdünnungsstufe 

wurden in die Kavitäten einer 96-Loch-Mikrotiterplatte vorgelegt und mit 50 µl 

der oben beschriebenen Wilkens-Chalgren-Keim-Suspension aufgefüllt. Nach 

Befüllung der Platten wurde wie oben beschrieben weiter vorgegangen. 

In Tabelle 21 sind die von der EFSA (2012a) vorgegebenen Cut-off-Werte 

verschiedener Antibiotika für L. reuteri aufgeführt. Diese Werte wurden für die 

Evaluation möglicher Kandidatenkeime für ein Diarrhoe-Prophylaktikum 

berücksichtigt. Da L. reuteri über eine intrinsische Resistenz gegenüber 

Vancomycin verfügt (Klein et al., 2000), wurde von der EFSA (2012a) für 

L. reuteri kein Grenzwert für dieses Antibiotikum angegeben. 

Tabelle 21: Cut-off-Werte für L. reuteri (nach EFSA, 2012a) 

Antibiotikum Cut-off-Wert (mg/l) 

Ampicillin 2 

Gentamicin 8 

Kanamycin 64 

Streptomycin 64 

Erythromycin 1 

Clindamycin 1 

Tetracycline 16 

Chloramphenicol 4 

 

2.2.3.2 Prüfung der Zytotoxizität mittels MTT-Test 

Der MTT-Test stellt einen diagnostischen Zellkulturtest dar, welcher der 

Überprüfung der Zytotoxizität, Zellviabilität und Zellproliferation dient 

(Mosmann, 1983). Es handelt sich dabei um ein colorimetrisches Verfahren, das 

auf der Reduktion von wasserlöslichem, gelbem MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-

yl)-2,5-diphenyltetrazolium-bromid) zu wasserunlöslichem, violettem Formazan 

beruht (Gareis, 2006) (Abbildung 8). 
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Abbildung 8: Reduktion von MTT zu Formazan (Hebestreit, 2004) 

 

MTT wird durch intrazelluläre Enzyme, insbesondere NAD(P)H-

Oxidoreduktasen, umgesetzt (Berridge et al., 2005). Da diese Vorgänge nur in 

lebenden Zellen ablaufen, stellt die MTT-Reduktionsrate ein Maß für die 

Lebensfähigkeit bzw. die metabolische Aktivität von Zellen dar. Zytotoxische 

Substanzen setzen die enzymatische Aktivität der Zellen herab, was sich in einer 

verminderten Formazanbildung äußert (Gareis, 2006).  

Für die Prüfung der Zytotoxizität erfolgte zunächst die Herstellung der 

Überstände der Laktobazillenkulturen und der Kontrollmedien wie bei Motevaseli 

et al. (2013) beschrieben. Dafür wurden jeweils 50 ml MRS-Bouillon (pH 6,5) mit 

den Testkeimen (n = 2) beimpft und für 24 h (37 °C, anaerob) unter permanentem 

Schütteln (150 rpm) bebrütet. Die Bakteriensuspension wurde daraufhin bei 

1100 * g für 15 min bei 4 °C zentrifugiert. Die resultierenden Überstände wurden 

in zwei Aliquots unterteilt. Bei einem Aliquot wurde der pH-Wert mittels NaOH 

auf pH = 6,5 eingestellt. Um Matrixeffekte zu evaluieren, wurde sowohl 

unbeimpfte MRS-Bouillon (pH = 6,5), als auch mittels Milchsäure auf den pH-

Wert der Laktobazillenüberstände (pH = 4,3) eingestellte MRS-Bouillon als 

Mediumkontrolle verwendet. Anschließend wurden die Überstände mit Hilfe 

eines 0,2 µm Membran-Filter filtriert, um Verschmutzungen und verbleibende 

Bakterien zu entfernen.  

Für den MTT-Test wurden Verozellen verwendet, welche in RPMI-1640-

Medium, versetzt mit 2 % fetalem Kälberserum, 2 % L-Glutamin und 1 % 

Penicillin/Streptomycin, kultiviert wurden. Zunächst wurden die Verozellen mit 

5 ml PBS-Lösung gewaschen und der Überstand abpipettiert. Anschließend folgte 

ein weiterer Waschschritt mit 5 ml STV (Saline-Trypsin-Versen). Daraufhin 
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unveränderte PBS-Lösung (pH = 7,2) diente als Kontrolle. Neun Milliliter dieser 

fünf verschiedenen PBS-Lösungen wurden mit je 1 ml der Bakteriensuspension 

versetzt. Die hergestellten Lösungen wurden anschließend anaerob unter 

permanentem Schütteln (150 rpm) bebrütet. Die Bestimmung der KBE mittels 

Tropfplattenverfahren erfolgte zu folgenden Zeitpunkten: 0 h, 2 h, 3 h, 4 h. Dafür 

wurde aus jeder Lösung jeweils 1 ml entnommen und eine Verdünnungsreihe mit 

dem Faktor 10 erstellt. Anschließend wurden 4 * 50 µl der Verdünnungsstufen 10-1 

bis 10-7 auf MRS-Agarplatten aufgetropft. Nach Einzug der Flüssigkeit in die 

Agarplatten wurden diese anaerob für 48 h bei 37 °C bebrütet und anschließend 

die Keimzahl bestimmt. 

2.2.3.4 Untersuchung der antimikrobiellen Aktivität gegen Pathogene 

Probiotika können das Wachstum pathogener Mikroorganismen durch Bildung 

antimikrobieller Substanzen hemmen. Zu diesen Substanzen zählen sowohl 

Bakteriozine, als auch niedermolekulare Stoffe, wie das von L. reuteri gebildete 

Reuterin oder organische Säuren (Milchsäure und Essigsäure) und 

Wasserstoffperoxid (Axelsson et al., 1989; O'Hara und Shanahan, 2007). Reuterin 

(3-Hydroxypropionaldehyd) wird von einigen L.-reuteri-Stämmen durch 

Fermentation von Glycerol durch die Glycerol-Dehydratase gebildet (Talarico und 

Dobrogosz, 1989). Es verfügt über ein breites antimikrobielles Spektrum, das 

sowohl gramnegative und grampositive Bakterien (z. B. Escherichia coli, 

Salmonella Typhimurium, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus 

epidermidis) als auch einige Pilze (Candida albicans) und Protozoen 

(Trypanosoma cruzi) einschließt. Während das Wachstum vieler 

Mikroorganismen bei Konzentrationen von 15 bis 30 µg/ml inhibiert wird, zeigen 

sich Milchsäurebakterien erst gegenüber 4- bis 5-Mal so hohen Konzentrationen 

sensibel (Axelsson et al., 1989, 1989; Casas und Dobrogosz, 2000). 

Für die Untersuchung der antimikrobiellen Aktivität gegen Pathogene wurde der 

Agar-Diffusionstest nach Schillinger und Lücke (1989), modifiziert nach 

Maldonado et al. (2012) und interpretiert nach Nader-Macias et al. (2008) 

angewendet. Die Teststämme (n = 2) wurden über Nacht in 10 ml MRS-Bouillon 

unter permanentem Schütteln (150 rpm) anaerob bebrütet und anschließend bei 

2320 * g für 15 min zentrifugiert. Der Überstand wurde in 2 Aliquots unterteilt, 

deren pH-Wert mittels pH-Meter bestimmt wurde. Ein Aliquot des Überstandes 

wurde mittels NaOH auf einen pH-Wert von 6,5 eingestellt. Anschließend wurden 
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die beiden Aliquots des Überstandes mittels eines Mikrofilters sterilfiltriert. Als 

pathogene Mikroorganismen wurden häufige bakterielle Durchfallerreger des 

Kalbes ausgewählt: E. coli O 101:K 99, Salmonella Typhimurium und 

Clostridium perfringens. Von Übernachtkulturen der pathogenen Bakterien 

wurden Einzelkolonien mittels steriler Öse in physiologische NaCl-Lösung 

überführt und im Falle von E. coli und Salmonella Typhimurium ein McFarland-

Trübungsstandard von 0,5, im Falle von Clostridium perfringens ein Standard von 

2 eingestellt. Ein mit der Suspension getränkter Tupfer wurde anschließend auf 

einem zur Bebrütung des Pathogens geeigneten Agar ausgestrichen. Für E. coli 

und Salmonella Typhimurium wurde Platecount-Agar verwendet, für Clostridium 

perfringens Schaedler-Agar. Anschließend wurden sechs Löcher mit jeweils 

5 mm Durchmesser mit Hilfe eines Korkbohrers aus den Agarplatten ausgestanzt. 

Die Löcher wurden mit je 35 µl Testsubstanz gefüllt. Ein Loch wurde mit 

unveränderter MRS-Bouillon (pH = 6,5) gefüllt, eines mit MRS-Bouillon, die 

entsprechend dem pH-Wert des Überstandes mit HCl-Lösung adjustiert wurde 

(pH = 4,4) und jeweils 2 Löcher mit dem unbehandeltem bzw. neutralisiertem 

Überstand (Abbildung 9). Die Platten wurden 1 h bei Raumtemperatur inkubiert, 

damit die Flüssigkeit in den Agar diffundieren konnte. Anschließend wurden sie 

24 h bei 37 °C aerob (C. perfringens anaerob) bebrütet. Danach wurde der 

Durchmesser der Inhibitionszone gemessen.  

Oben aufgeführter Versuchsansatz wurde anschließend modifiziert, um ggf. auch 

einen möglichen Effekt durch von den Teststämmen produziertes Reuterin 

nachweisen zu können. Um die Bildung von Reuterin zu stimulieren, wurde, wie 

bei Rodriguez et al. (2003) beschrieben, MRS-Bouillon mit 250 mmol Glycerol 

versetzt (Rodriguez et al., 2003). Anschließend wurde der Versuch wie oben 

beschrieben durchgeführt. 
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Abbildung 9: Applikationsschema für die Überprüfung der antimikrobiellen 
Aktivität gegen Pathogene 

 

2.3 3. Teil: Herstellung der L.-reuteri-Suspension und Prüfung der 

Diarrhoe-protektiven Wirkung 

2.3.1 Herstellung der L.-reuteri-Suspension 

Die Herstellung der Laktobazillensuspension wurde nach folgendem Schema 

durchgeführt: Die gewählten L.-reuteri-Stämme (n = 2) wurden zunächst einzeln 

in jeweils 3 * 200 ml MRS-Bouillon unter permanentem Schütteln (150 rpm) für 

24 h bei 37 °C anaerob inkubiert. Die Bakteriensuspension wurde anschließend 

durch dreimaliges Waschen von der MRS-Bouillon gereinigt. Dafür erfolgte 

zuerst ein Zentrifugationsschritt bei 370 * g für 10 min bei 10 °C. Anschließend 

wurde der Überstand abgegossen und das Zentrifugengefäß mit 100 ml 

physiologischer NaCl-Lösung aufgefüllt. Nach sorgfältiger Resuspension erfolgte 

der nächste Zentrifugationsschritt. Nach insgesamt drei Waschvorgängen wurden 

die Bakteriensuspensionen zusammengeführt und mit gepufferter NaCl-Lösung 

auf einen Extinktionswert (l = 600 nm) zwischen 2,3 und 2,4 eingestellt. 

Anschließend wurden jeweils 10 ml der Bakteriensuspension in zuvor 

autoklavierte Glasfläschchen überführt. Diese wurden mit einem Gummistopfen 

verschlossen und mit einer Bördelkappe versehen. Die befüllten Fläschchen 

wurden mit Etiketten versehen und im Kühlschrank (5 °C) aufbewahrt. Die 

Reinheit der hergestellten Suspension wurde durch Ausstrich von 100 µl der 

Bakteriensuspension auf Platecount-, Blut- und Gassneragar im Doppelansatz und 

Inkubation für 24 h bei 37 °C geprüft. Eine Kontamination mit Salmonellen 
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wurde durch Anreicherung von 1 ml der Bakteriensuspension in 5 ml 

Peptonwasser zur Salmonellenanreicherung überprüft. Nach 24-stündiger 

Inkubation bei 37 °C wurden 100 µl der Anreicherung auf MSRV-Agar getropft 

und weitere 24 h bei 42 °C bebrütet. Salmonellenwachstum ist durch eine trübe, 

milchige Schicht gekennzeichnet, die den vormals klaren Agar überzieht. Zudem 

wurde die Gesamtkeimzahl der Laktobazillen im Probiotikum durch Erstellung 

einer Verdünnungsreihe und Ausstrich auf MRS-Agar (Inkubation: anaerob, 48 h, 

37 °C) überprüft.  

2.3.2 Herstellung des Placebos 

Als Placebo wurde eine 1 %ige Stärkelösung verwendet. Autoklavierte Maisstärke 

wurde dafür in gepufferte NaCl-Lösung eingewogen und bei 400 rpm geschüttelt, 

bis sich alle festen Bestandteile gelöst hatten. Wie oben beschrieben wurden die 

Glasfläschchen mit 10 ml der Stärkelösung befüllt, mit Gummistopfen und 

Bördelkappe verschlossen und mit Etiketten versehen. Die Reinheitskontrolle 

erfolgte auf Platecount-, Blut-, Gassner- und MRS-Agar. Zudem wurde die 

Lösung ebenfalls auf Salmonellenwachstum kontrolliert. 

2.3.3 Fütterungsversuch 

2.3.3.1 Tiere 

Die Prüfung der Wirksamkeit der hergestellten L.-reuteri-Suspension erfolgte in 

Betrieben, die bereits am ersten Versuchsabschnitt teilgenommen hatten. Es 

wurden jeweils 17 Kälber der Betriebe 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 11 und 12 in die 

Versuchsdurchführung einbezogen. Von den insgesamt 170 untersuchten Kälbern 

erkrankten vier bereits vor Verabreichung des Gebrauchsmusters bzw. Placebos 

an Diarrhoe. Diese wurden daher bei der statistischen Auswertung nicht 

berücksichtigt. 

2.3.3.2 Versuchsdurchführung 

Nach Auskunft der Regierung von Oberbayern wurde festgestellt, dass es sich 

beim vorliegenden Fütterungsversuch nicht um einen Tierversuch im Sinne des 

Gesetzes handelt, da bei der Verabreichung eines Keimes mit GRAS-Status keine 

Schmerzen, Leiden oder Schäden für das Tier zu erwarten sind. Daher wurde vor 

Versuchsdurchführung lediglich eine Ausnahmegenehmigung gemäß § 69 Satz 2 

LFGB für Fütterungsversuche zu Forschungs- und Untersuchungszwecken bei der 
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Regierung von Oberbayern (AZ.: 56-2660-2416-13) eingeholt. Die 

Versuchsdurchführung erfolgte als Einfachblindstudie, bei der die Landwirte 

keine Kenntnis davon besaßen, welches der Kälber der Versuchs- bzw. 

Kontrollgruppe zugeteilt war. Die Kälber der Versuchsgruppe erhielten ca. 24 h 

nach der Geburt ein Fläschchen der Laktobazillensuspension (entspricht 

mindestens 6 * 109 KBE/Dosis) per os. Insgesamt erhielten sie vier Fläschchen im 

Abstand von jeweils 24 h unmittelbar vor der Tränkung. In den ersten vier 

Lebenstagen erhielten die Kälber die Milch der Mutterkuh; anschließend wurde 

auf den betriebsüblichen Milchaustauscher umgestellt. Mit den Kälbern der 

Kontrollgruppe wurde in gleicher Weise verfahren. Statt der 

Laktobazillensuspension erhielten sie jedoch das Placebo. 

2.3.3.3 Kotuntersuchung 

Die erste Kotprobe wurde ca. 24 h nach der Geburt, noch vor Verabreichung des 

Gebrauchsmusters bzw. Placebos gewonnen. Die weiteren Kotproben wurden zu 

den Zeitpunkten 48 h, 3 d und 7 d nach der Geburt gewonnen. Die Bearbeitung 

und Untersuchung der Kotproben erfolgte wie im ersten Versuchsabschnitt 

beschrieben. Lediglich eine Isolierung von Einzelkeimen blieb bei diesem 

Versuchsaufbau aus. Im Gegensatz zum ersten Versuchsabschnitt wurde im 

zweiten Versuchsabschnitt neben der grobsinnlichen Beurteilung der Proben 

zudem von allen nach der Applikation der Laktobazillensuspension bzw. des 

Placebos gewonnenen Kotproben (48 h-, 3 d- und 7 d-Probe; n = 465) die 

Trockensubstanz durch Lyophilisation bestimmt. Dafür wurden zwischen 1,0 und 

1,1 g der Kotprobe in ein Polypropylenröhrchen eingewogen, im Lyophilisator bis 

zur vollständigen Trocknung eingeengt und anschließend rückgewogen. Der 

Trockensubstanzgehalt wurde aus der Differenz zwischen Frisch- und 

Trockenmasse berechnet. In Anlehnung an Bellosa et al. (2011) wurden 

Kotproben mit einer Trockenmasse von 16,3 % oder weniger als Durchfallprobe 

eingestuft. Bei wenigen Kotproben war das Probenmaterial für die Analyse der 

Trockenmasse nicht ausreichend. In diesen Fällen wurde die Kotprobe, wie bereits 

unter 2.1.3 dargelegt, visuell beurteilt. Bei Durchfällen, welche zwischen den 

einzelnen Probennahmezeitpunkten oder außerhalb des Beprobungszeitraumes 

auftraten, wurden die Angaben des Landwirtes herangezogen. 
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2.4 Datenanalyse 

Die statistische Datenanalyse erfolgte mit Microsoft Excel 2010, Sigma Plot 12.0 

und IBM SPSS Statistics 21. 

2.4.1 Durchfallinzidenz 

Die Analyse verschiedener Einflussfaktoren auf die Durchfallinzidenz erfolgte bei 

nominal skalierten Daten mit Hilfe des Fischer´s-Exact-Tests bzw. Chi-Quadrat-

Tests und bei ordinal skalierten Daten mit dem Mann-Whitney-U-Test. 

2.4.2 Keimzahlanalyse 

Für die Analyse der Keimzahlen wurden die Zahlen logarithmiert (log10). 

Ergebnisse, die unter die Nachweisgrenze von 102 KBE/ml fielen, wurden auf den 

Wert "0" gesetzt. Wurden 2 Gruppen miteinander verglichen, wurde bei 

Normalverteilung und Varianzgleichheit der Variablen der t-Test, andernfalls der 

Mann-Whitney-U-Test durchgeführt. Bei mehreren Gruppen fand bei 

normalverteilten Daten mit gleicher Varianz die Varianzanalyse (analysis of 

variance: ANOVA) Anwendung, ansonsten der Kruskal-Wallis-Test. Bei 

mehreren Gruppen wurden die einzelnen Gruppen anschließend mit dem Holm-

Sidak- bzw. Dunn-Test paarweise miteinander verglichen.  

Für den Vergleich einzelner Laktobazillenspezies gesunder und durchfallkranker 

Kälber wurde eine logistische Regressionsanalyse durchgeführt, bei der der 

Betrieb als Faktor berücksichtigt wurde. 
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zeigten dagegen eine Erkrankungsrate von 44,9 %. Die Unterschiede sind jedoch 

nicht signifikant (p = 0,165). Bei 4 Tieren ging jeweils nur ein Zwilling in die 

statistische Auswertung ein, da entweder der andere Zwilling verendete oder an 

einer anderen Krankheit außer Durchfall erkrankte. Bei den 5 untersuchten 

Zwillingspaaren fiel auf, dass entweder beide Zwillinge erkrankten (n = 8) oder 

beide gesund blieben (n = 2). 

1.1.2.6 Geburtsgewicht 

Lediglich drei Betriebe verfügten über eine Waage und gaben das Geburtsgewicht 

in kg an. Bei diesen wurde das Gewicht der Kälber wie bei Girnus (2004) 

beschrieben eingeteilt: Kälber unter 35 kg wurden als leicht, Kälber von 35 bis 45 

kg als mittelschwer und Kälber über 45 kg als schwer eingestuft. Bei Betrieben 

ohne Waage wurde das Geburtsgewicht der Kälber von den Landwirten 

entsprechend oben aufgeführten Werten geschätzt und in die Kategorien leicht, 

mittel und schwer eingeteilt. Nach dieser Einstufung zeigten 12,7 % der Kälber 

(n = 19) ein leichtes Geburtsgewicht, 65,3 % (n = 98) ein mittleres und 22,0 % 

(n = 33) ein schweres Geburtsgewicht. Abgesehen von einem Kalb der Rasse 

Holstein-Schwarzbunt (SBT) und einem Hybriden der Rasse SBT und Fleckvieh 

(FL), gehörten alle untersuchten Kälber der Rasse FL an. Ein rassetypischer 

Gewichtsunterschied kann daher vernachlässigt werden. Die Durchfallinzidenz 

bei Kälbern mit leichtem Geburtsgewicht lag bei 63,2 %, die von Kälbern mit 

mittlerem Geburtsgewicht bei 48,0 %. Kälber mit schwerem Geburtsgewicht 

zeigten eine Durchfallinzidenz von lediglich 33,3 % (Abbildung 13). Der 

Zusammenhang der beiden Charakteristika ist jedoch nicht signifikant (p = 0,105). 
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1.1.3 Nachweis von Enteropathogenen in Durchfallproben 

Für den Erregernachweis mittels ELISA (Rotaviren, Coronaviren, E. coli F5 und 

Cryptosporidium parvum) wurden nur Kotproben von Kälbern verwendet, die 

während des Beprobungszeitraumes Durchfall entwickelten (n = 57). Am 

häufigsten ließen sich mittels ELISA insgesamt in jeweils 29,8 % (n = 17) der 

Kälber mit Durchfall in der ersten Lebenswoche entweder keine Erreger oder eine 

Cryptosporidienmonoinfektion nachweisen. In 17,5 % (n = 10) der untersuchten 

Proben konnte eine Rotavirus-, in 12,3 % (n = 7) eine Coronavirusmonoinfektion 

nachgewiesen werden. Bei 10,5 % (n = 6) der Durchfallkälber zeigte sich eine 

Mischinfektion mit Rotaviren und Cryptosporidium parvum. Zudem traten die 

Erreger bestandsweise gehäuft auf (Abbildung 18). Cryptosporidium parvum ließ 

sich in acht der 13 Betriebe nachweisen. Bei vier dieser Betriebe konnten zudem 

Rotaviren in Kombination mit Cryptosporidium parvum nachgewiesen werden. 

Keiner der untersuchten Betriebe wies mehr als zwei verschiedene 

Durchfallerreger auf. Alle positiven Coronavirusbefunde ließen sich auf zwei 

Betriebe zurückführen (Betrieb 10 und 12), genauso wie alleinige 

Rotavirusnachweise (Betrieb 7 und 11). Der am häufigsten mittels ELISA 

nachgewiesenen Erreger war Cryptosporidium parvum in 40,4 % der untersuchten 

Kotproben (n = 23). Da in Betrieb 8 alle Durchfallerkrankungen erst in der 

zweiten Lebenswoche auftraten, gingen von diesem Betrieb keine Kälber in die 

ELISA-Untersuchung ein. 









Ergebnisse    95 

        50 % der Werte  Median  Extremwerte 

a-e 

Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante 
Unterschiede zwischen allen Zeitpunkten nach Varianzanalyse und 
Holm-Sidak-Test (p < 0,05) 

1.2.1.1 Aerobe Gesamtkeimzahl 

Die bakteriologische Untersuchung der Kotproben ergab aerobe mesophile 

Gesamtkeimzahlen (GKZ) zwischen minimal < 1 * 10² und maximal 1,6 * 1011 

KBE/g. In allen Mekoniumproben wurden Bakterien detektiert (minimal 2 * 102 

KBE/g Kot), wohingegen drei 6-h-Proben und eine 12-h-Probe unterhalb der 

Nachweisgrenze lagen. Der Maximalwert einer Mekoniumprobe betrug 4,2 * 107 

KBE/g auf. Signifikante Erhöhungen der Keimzahlen waren zwischen 6 h und 

12 h sowie zwischen 12 h und 24 h anzutreffen. Nach Erreichen eines Peaks bei 

48 h sank die Keimzahl zwischen Tag 3 und 7 wieder signifikant ab. Ab 24 h 

waren die Quartilsabstände im Vergleich zu den ersten drei 

Probenahmezeitpunkten deutlich verringert (Abbildung 21). 

 

 

 

Abbildung 21: Entwicklung der aeroben GKZ in Faecesproben gesunder 
Kälber (n = 80) 

 

1.2.1.2 Anaerobe Gesamtkeimzahl 

Bei der Bestimmung der anaeroben GKZ lagen fünf Mekoniumproben und drei 

6-h-Proben unterhalb der Nachweisgrenze; eine Mekoniumprobe wies eine 
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anaerobe GKZ von 7,8 * 107 KBE/g auf. Der Maximalwert betrug 3,8 * 1011 

KBE/g in einer Probe, gewonnen am 7. Lebenstag eines Kalbes. Wie auch bei der 

aeroben GKZ verringerten sich die Quartilsabstände ab der 24-h-Probe. 

Allerdings stieg im Gegensatz dazu die anaerobe GKZ bis zum 7. Lebenstag 

kontinuierlich an (Abbildung 22). 

  

 

 

Abbildung 22: Entwicklung der anaeroben GKZ in Faecesproben gesunder 
Kälber (n = 80) 

 

Untersuchung auf Clostridien 

Unter den Anaerobiern wurden diejenigen Keime selektiert und isoliert, die 

aufgrund der in III.2.1.1.2.2 aufgeführten Kriterien als Clostridium spp. eingestuft 

wurden. Da die Isolierung von Einzelkeimen im Betrieb Nummer 13 aus 

technischen Gründen nicht erfolgte, wurden für diese Auswertung nur die Daten 

von 69 gesunden Kälbern verwendet. Zum Zeitpunkt 0 h konnten lediglich bei 

einem Kalb Clostriden nachgewiesen werden. Der Anteil Clostridien-positiver 

Kälber stieg bis zum Zeitpunkt 48 h auf 53,6 % (n = 37) an, um schließlich bis 

zum Tag 7 wieder auf einen Anteil von 18,8 % (n = 13) abzusinken. 
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        50 % der Werte  Median  Extremwerte 
a-e 

Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante 
Unterschiede zwischen allen Zeitpunkten nach Varianzanalyse und 
Holm-Sidak-Test (p < 0,05) 

 

 

 

 

Abbildung 24: Entwicklung der Enterobacteriaceae in Faecesproben 
gesunder Kälber (n = 80) 

 

Spezifizierung isolierter Einzelkeime 

Wurden die Enterobakterien hinsichtlich ihrer Fähigkeit, Laktose zu verwerten, 

unterschieden, so fiel auf, dass unmittelbar nach der Geburt die laktosenegativen 

Keime überwogen, aber bereits nach sechs Stunden nur noch einen Anteil von 

unter 20 % ausmachten, um beim 48 h alten Kalb einen Tiefstwert (0,2  %) zu 

erreichen (Abbildung 25). Differentialdiagnostisch müssen bei einem Nachweis 

laktosenegativer Kolonien auf Gassner-Agar stets Salmonellen in Betracht 

gezogen werden, vor allem im Hinblick auf die Tatsache, dass die 

Rindersalmonellose aufgrund der Verordnung über anzeigepflichtige Tierseuchen 

(TierSeuchAnzV) in der Fassung der Bekanntmachung vom 19. Juli 2011 der 

Anzeigepflicht unterliegt. Bei der biochemischen und serologischen 

Differenzierung aller laktosenegativen Isolate konnte der Verdacht Salmonella 

spp. jedoch in keinem Fall bestätigt werden. Insgesamt war die absolute Anzahl 

laktosenegativer Bakterien relativ gering (durchschnittlich 102 KBE/g). Isolate, 

die aus Kotproben der frühen Probenahmezeitpunkte gewonnen wurden, wiesen 

Probenahmezeitpunkt

0 h 6 h 12 h 24 h 48 h 3 d 7 d

lo
g
 K

B
E

/g
 K

o
t

0

2

4

6

8

10

12

14

a 

a 
b b c 

c 
c 







Ergebnisse    101 

 

 

 

 

Abbildung 27: Entwicklung der Enterokokken in Faecesproben gesunder 
Kälber (n = 80) 

 

Spezifizierung isolierter Einzelkeime 

Basierend auf ihrem Zuckerstoffwechselverhalten wurden die Enterokokken 

weiter in die Gruppen Ent. faecium, Ent. faecalis und Ent. nonfaecalis/nonfaecium 

unterteilt. Dabei fiel auf, dass sich der Verlauf der Ent.-faecalis- und der 

Ent.-nonfaecalis/nonfaecium-Gruppe, sowohl zueinander als auch im Vergleich 

zur Enterokokken-Gesamtzahl, relativ ähnlich darstellte. Lediglich am 7. Tag 

nach der Geburt ist die Ent. nonfaecalis/nonfaecium-Gruppe mit durchschnittlich 

1,5 * 106 KBE/g Kot deutlich stärker vertreten als Ent. faecalis (durchschnittlich 

2,9 * 104 KBE/g Kot). Ent. faecium hingegen konnte in den Kotproben sehr häufig 

nicht detektiert werden und lag durchschnittlich unter 102 KBE/g Kot 

(Abbildung 28). 
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        50 % der Werte  Median  Extremwerte 
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Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante 
Unterschiede zwischen allen Zeitpunkten nach Varianzanalyse und 
Holm-Sidak-Test (p < 0,05) 

 

 

Abbildung 29: Entwicklung der Laktobazillen in Faecesproben gesunder 
Kälber (n = 80) 

 

Spezifizierung isolierter Einzelkeime 

Insgesamt wurde bei 2338 von LAMVAB-Agar selektierten Isolaten eine 

Untersuchung mittels MALDI-TOF-Massenspektrometrie durchgeführt. Tabelle 

23 führt die identifizierten Spezies und die Anzahl der entsprechenden Isolate auf. 
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Tabelle 23: Speziesidentifikation der von LAMVAB-Agar isolierten 
Einzelkeime mittels MALDI-TOF-MS 

Spezies Anzahl der Isolate 

Lactobacillus reuteri 476 

Lactobacillus paracasei 401 

Lactobacillus murinus 240 

Lactobacillus salivarius 206 

Lactobacillus fermentum 150 

Lactobacillus mucosae 116 

Lactobacillus plantarum 115 

Lactobacillus rhamnosus 98 

Lactobacillus parabuchneri 96 

Lactobacillus brevis 38 

Pediococcus acidilactici 22 

Lactobacillus saerimneri 20 

Lactobacillus buchneri 14 

Lactobacillus curvatus 10 

Lactobacillus agilis 8 

Lactobacillus ingluviei 8 

Pediococcus pentosaceus 8 

Lactobacillus casei 6 

Lactobacillus coryniformis 6 

Lactobacillus oris 6 

Lactobacillus kefiri 5 

Lactobacillus diolivorans 3 

Lactobacillus paraplantarum 3 

Lactobacillus pentosus 3 

Lactobacillus farciminis 2 

Lactobacillus nantensis 2 

Lactobacillus parakefiri 2 

Leuconostoc lactis 2 

Leuconostoc pseudomesenteroides 2 

Lactobacillus fructivorans 1 

Lactobacillus kimchii 1 

Lactobacillus manihotivorans 1 

Lactobacillus perolens 1 

Lactobacillus ruminis 1 

Lactococcus garviae 1 

Lactococcus lactis 1 
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In Tabelle 24 sind die zehn am häufigsten detektierten Lactobacillus-Spezies und 

ihre zugehörigen Keimzahlen in log10 KBE/g Kot dargestellt. Während der ersten 

Probenahmezeitpunkte ließen sich häufig keine Laktobazillen nachweisen (s. o.). 

L. plantarum und L. brevis konnten zu 0 h und 6 h am häufigsten detektiert 

werden, stiegen jedoch im weiteren Verlauf der Untersuchung nicht weiter an 

bzw. verschwanden vollständig. L. paracasei dominierte zum Zeitpunkt 12 h und 

24 h, sank dann jedoch bis zum 7. Tag nach der Geburt wieder ab. Ab 48 h 

überwog L. reuteri unter der Laktobazillenpopulation gesunder Kälber und stieg 

auch bis zum 7. Tag kontinuierlich auf zuletzt 5,4 log KBE/g Kot an. Neben 

L. reuteri zeigten auch L. mucosae und L. rhamnosus einen kontinuierlichen, 

wenn auch deutlich geringeren Anstieg bis zum 7. Tag (2,2 bzw. 1,5 log KBE/g 

Kot). Die übrigen Lactobacillus-Spezies zeigten nach Erreichen eines Peaks 

zwischen 24 h und 3 d einen Abfall der Keimzahlen bis zum 7. Tag.  

Tabelle 24: Vorkommen dominanter Lactobacillus spp. [log10 KBE/g Kot] in 
Faecesproben gesunder Kälber (n = 69) 

Spezies Probenahmezeitpunkt 

0 h 6 h 12 h 24 h 48 h 3 d 7 d 

L. brevis 0,15 0,20 0,15 0,36 0,00 0,00 0,00 

L. fermentum 0,00 0,00 0,00 0,62 1,74 1,71 1,30 

L. mucosae 0,00 0,13 0,08 0,46 1,04 1,22 2,21 

L. murinus 0,00 0,00 0,19 1,18 2,99 3,00 0,53 

L. parabuchneri 0,00 0,07 0,15 0,84 1,14 0,76 0,48 

L. paracasei 0,00 0,15 1,13 2,59 2,51 2,36 1,13 

L. plantarum 0,53 0,43 0,49 0,64 0,44 0,54 0,34 

L. reuteri 0,04 0,03 0,15 0,25 3,09 4,00 5,43 

L. rhamnosus 0,03 0,00 0,08 0,44 1,10 1,23 1,46 

L. salivarius 0,00 0,08 0,43 0,97 1,90 1,59 1,40 

 

1.2.2 Entwicklung der intestinalen Mikrobiota durchfallkranker Kälber 

im Vergleich zu „darmgesunden“ 

Von den insgesamt 150 untersuchten Kälbern erkrankten 70 während der ersten 

beiden Lebenswochen an Durchfall. Dreizehn Kälber entwickelten den Durchfall 

erst nach dem Beprobungszeitraum, also während der zweiten Lebenswoche. Sie 

unterschieden sich in der Entwicklung der Keimzahlen nur wenig von den 
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gesunden Kälbern. Für die nähere Betrachtung wurden daher die 57 Kälber, 

welche innerhalb des Beprobungszeitraumes Durchfall entwickelten, ausgewählt.  

1.2.2.1 Aerobe Gesamtkeimzahl 

Bei den Durchfallkälbern waren im Vergleich zu den gesunden Kälbern die 

Mittelwerte der aeroben GKZ bei den ersten beiden Probenahmezeitpunkten (0 h 

und 6 h) leicht erniedrigt. Ab dem 3. Probenahmezeitpunkt (12 h) drehte sich 

dieses Verhältnis und die Keimzahlen der Durchfallkälber stiegen über das 

Niveau der gesunden Kälber an (Abbildung 30). Der Unterschied der aeroben 

GKZ zum Zeitpunkt 3 d nach der Geburt war signifikant (laut t-Test; p = 0,011). 

 

Abbildung 30: Vergleich der aeroben GKZ in Faecesproben von gesunden 
Kälbern und Kälbern mit Durchfall in der 1. Lebenswoche. * kennzeichnet 
signifikante Unterschiede (t-Test; p < 0,05) 

 

1.2.2.2 Anaerobe Gesamtkeimzahl 

Die anaerobe GKZ verlief bei beiden Gruppen zunächst nahezu parallel, stieg aber 

am 7. Tag nach der Geburt bei den gesunden Kälbern schließlich signifikant 

stärker an (laut Mann-Whitney-U-Test; p = 0,002; Abbildung 31).  
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Abbildung 31: Vergleich der anaeroben GKZ in Faecesproben von gesunden 
Kälbern und Kälbern mit Durchfall in der 1. Lebenswoche. * kennzeichnet 
signifikante Unterschiede (Mann-Whitney-U-Test; p < 0,05) 

 

Clostridien 

Da von Betrieb 13 keine Einzelkeime isoliert wurden, gingen in diese 

Untersuchung 69 gesunde und 56 durchfallkranke Kälber ein. Sowohl bei den 

gesunden Kälbern, als auch bei jenen, die innerhalb der ersten Lebenswoche 

Durchfall entwickelten, konnten nicht bei allen Tieren Clostridien nachgewiesen 

werden. Unter 24 h ist der Anteil Clostridien-positiver Kotproben in beiden 

Gruppen sehr niedrig. Der Vergleich zeigt jedoch auf, dass bei der Gruppe der 

gesunden Kälber ab der 24-h-Probe der Anteil Clostridien-positiver Kälber 

deutlich höher ist (Abbildung 32). An Tag 3 nach der Geburt ist dieser 

Unterschied signifikant (laut Chi-Quadrat-Test; p = 0,009). Am 7. Tag nach der 

Geburt liegen die Anteile Clostridien-positiver Kälber bei beiden Gruppen unter 

20 %. 
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Abbildung 33: Vergleich des Vorkommens von Enterobacteriaceae in 
Faecesproben von gesunden Kälbern und Kälbern mit Durchfall in der 
1. Lebenswoche 

 

Wurden hingegen die kranken Kälber hinsichtlich des Durchfallzeitpunktes 

eingeteilt, fiel im direkten Vergleich mit den gesunden Kälbern ein signifikanter 

Unterschied zwischen den Gruppen auf. Frühdurchfallkälber (Durchfall mit 24 h 

(n = 6) bzw. 48 h (n = 16)) zeigten am Tag des Durchfalls bzw. am Tag darauf 

signifikant erhöhte Enterobakterienzahlen (laut Mann-Whitney-U-Test; 

p = 0,012/0,003; Abbildung 34). Zu späteren Durchfallzeitpunkten war dieser 

Unterschied nicht mehr erkennbar. 
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Abbildung 34: Vergleich des Vorkommens von Enterobacteriaceae in 
Faecesproben von gesunden Kälbern und Kälbern mit Durchfallbeginn (DF) 
zum Zeitpunkt 24 h (links) bzw. 48 h (rechts). * kennzeichnet signifikante 
Unterschiede (Mann-Whitney-U-Test; p < 0,05) 

 

1.2.2.4 Enterokokken 

Wie in Abbildung 35 dargestellt, lagen die Enterokokkenzahlen der 

Durchfallkälber, abgesehen von der 12-h-Probe, über den gesamten 

Beprobungszeitraum hinweg unterhalb der Keimzahlen gesunder Kälber. Dieser 

Unterschied war am 7. Tag nach der Geburt statistisch signifikant (laut t-Test; 

p < 0,001).  
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Abbildung 35: Vergleich des Vorkommens von Enterokokken in 
Faecesproben von gesunden Kälbern und Kälbern mit Durchfall in der 
1. Lebenswoche. * kennzeichnet signifikante Unterschiede (t-Test; p < 0,05) 

 

Wurden die Enterokokkenzahlen hinsichtlich des Durchfalltages betrachtet, 

konnten bei Kälbern mit Durchfall zum Zeitpunkt 48 h zum Teil signifikante 

Unterschiede zwischen gesunden und kranken Kälbern beobachtet werden. 

Abgesehen von der Mekoniumprobe lagen die Enterokokkenzahlen aller 

nachfolgenden Proben bei den Durchfallkälbern (n = 16) unterhalb der Zahlen 

gesunder Kälber (Abbildung 36). Zum Zeitpunkt des Durchfalls (48 h) waren die 

Werte mit durchschnittlich 5,5 * 107 KBE/g Kot im Vergleich zu 1,7 * 108 KBE/g 

Kot signifikant erniedrigt (laut Mann-Whitney-U-Test; p = 0,012). Auch am 

darauffolgenden Tag lagen die Werte mit 1,6 * 107 KBE/g Kot signifikant unter 

den Werten der gesunden Kälber (6,1 * 107 KBE/g Kot; laut t-Test; p = 0,030). 

Weiterhin zeigten die Enterokokken von Kälbern, bei denen am 6. und 7. Tag 

nach der Geburt Durchfall auftrat, signifikante erniedrigte Werte in der 7-d-Probe 

(1,0 * 106/4,6 * 105 KBE/g Kot versus 5,4 * 106 KBE/g Kot; laut t-Test; 

p = 0,032/0,008). 
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Abbildung 36: Vergleich des Vorkommens von Enterokokken in 
Faecesproben von gesunden Kälbern und Kälbern mit Durchfallbeginn (DF) 
zum Zeitpunkt 48 h. * kennzeichnet signifikante Unterschiede (t-Test und 
Mann-Whitney-U-Test; p < 0,05) 

 

1.2.2.5 Laktobazillen 

Die Laktobazillen-Zahlen der Durchfallkälber lagen nach 6 h leicht oberhalb 

derjenigen gesunder Kälber und stiegen schließlich bis 48 h parallel an. Nach 48 h 

kam es im Vergleich zu den gesunden Kälbern zu einer signifikant veränderten 

Entwicklung der Laktobazillen der Durchfallkälber. Während die Laktobazillen 

gesunder Kälber zum Tag 3 deutlich anstiegen, stagnierten die 

Laktobazillenzahlen der Durchfallkälber. Dieser Unterschied war statistisch 

signifikant (laut Mann-Whitney-U-Test; p = 0,038). Bis zum Tag 7 glichen sich 

die Laktobazillen der Durchfallkälber schließlich wieder dem Niveau der 

gesunden Kälber an (Abbildung 37).  
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Abbildung 38: Vergleich des Vorkommens von Laktobazillen in 
Faecesproben von gesunden Kälbern und Kälbern mit Durchfallbeginn (DF) 
zum Zeitpunkt 48 h. * kennzeichnet signifikante Unterschiede (Mann-
Whitney-U-Test; p < 0,05) 

 

Die Keimzahlen der häufigsten mittels MALDI-TOF detektierten Lactobacillus-

Spezies in Faecesproben von Kälbern, die innerhalb der ersten zwei 

Lebenswochen an Durchfall erkrankten, sind in Tabelle 25 aufgeführt. 
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Tabelle 25: Vorkommen dominanter Lactobacillus spp. [log10 KBE/g Kot] in 
Faecesproben durchfallkranker Kälber (n = 69) 

Spezies Probenahmezeitpunkt 

0 h 6 h 12 h 24 h 48 h 3 d 7 d 

L. brevis 0,25 0,16 0,14 0,10 0,00 0,12 0,00 

L. fermentum 0,00 0,00 0,08 0,54 1,39 1,65 1,14 

L. mucosae 0,00 0,00 0,06 0,18 1,14 1,29 0,75 

L. murinus 0,04 0,08 0,68 1,52 3,23 1,91 1,34 

L. parabuchneri 0,00 0,03 0,12 0,70 1,06 0,44 0,39 

L. paracasei 0,07 0,19 0,88 2,25 2,27 1,84 0,86 

L. plantarum 0,31 0,45 0,78 0,70 0,50 0,37 0,35 

L. reuteri 0,09 0,06 0,10 0,11 1,52 3,94 5,20 

L. rhamnosus 0,00 0,00 0,19 0,28 0,53 0,74 0,49 

L. salivarius 0,00 0,04 0,19 0,77 2,17 1,39 1,43 

 

Wurden die 10 häufigsten Lactobacillus-Spezies von gesunden und innerhalb der 

ersten zwei Lebenswochen an Durchfall erkrankten Kälber mittels logistischer 

Regressionsanalyse, bei der der Betrieb als Faktor berücksichtigt wurde, 

miteinander verglichen, fielen teilweise deutliche Unterschiede zwischen den 

Gruppen auf. So zeigte L. reuteri eine um 24 h verzögerte Entwicklung im 

Vergleich zu gesunden Kälbern; zum Zeitpunkt 48 h lagen die L.-reuteri-Werte 

gesunder Kälber bei 1,2 * 103 KBE/g Kot im Vergleich zu 3,3 * 101 KBE g/Kot bei 

Durchfallkälbern (p = 0,036). An Tag 3 hatten sich die Werte beider Gruppen 

wieder angenähert. L. mucosae zeigte bis zum 3. Tag nach der Geburt einen 

ähnlichen, leicht ansteigenden Verlauf beider Gruppen. An Tag 7 unterschied sich 

der Verlauf der Keimzahlen jedoch signifikant; während sich die L.-mucosae-

Werte gesunder Kälber weiterhin im Anstieg befanden und zuletzt einen Wert von 

durchschnittlich 1,6 * 102 KBE/g Kot erreichten, kam es bei den Durchfallkälbern 

zu einem Abfall der Keimzahlen auf 5,6 * 100 KBE/g Kot (p = 0,013; 

Abbildung 39).  





Ergebnisse    117 

2 2. Teil: Auswahl geeigneter Isolate für ein Diarrhoe-

Prophylaktikum 

Da die L.-reuteri-Zahlen bei Durchfallkälbern im Vergleich zu gesunden Kälbern 

zum Zeitpunkt 48 h nach der Geburt signifikant verringert waren, wurden für die 

weiterführende Prüfung auf ihre Eignung als Diarrhoe-Prophylaktikum 

L.-reuteri-Isolate, die jeweils aus einer 48-h-Probe gewonnen wurden, 

ausgewählt. Von jeder 48-h-Probe, bei der mittels MALDI-TOF-MS L. reuteri 

nachweisbar war, wurden mindestens ein Isolat, höchstens jedoch zwei Isolate der 

Spezies weiter untersucht. Insgesamt ergab sich daher eine Gesamtzahl von 57 

untersuchten L.-reuteri-Isolaten.  

2.1 Speziesspezifische PCR 

Wie in Abbildung 40 dargestellt, wiesen bei der speziesspezifischen PCR 4 der 57 

getesteten L.-reuteri-Isolate neben der speziesspezifischen Bande bei 1000 bp eine 

zusätzlich Bande im Bereich von 100 bp und zwei davon eine weitere bei ca. 

400 bp auf (5-1-5 Lac 2, 6-6-5 Lac 5, 6-12-5 Lac 4, 10-9-5 Lac 2). Da eine 

korrekte Identifikation der Isolate somit nicht gewährleistet war, wurden diese von 

den weiteren Untersuchungen (außer RAPD-PCR) ausgeschlossen. 
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Abbildung 40: Überprüfung der als L. reuteri identifizierten (MALDI-TOF) 
Isolate mittels speziespezifischer PCR (n = 57) 

 

2.2 RAPD-PCR 

Für die weitere Stammeinteilung der bereits oben beschriebenen L. reuteri-Isolate 

(n = 57) wurden diese anhand ihrer mittels RAPD-PCR bestimmten Bandenprofile 

in Gruppen eingeteilt (Abbildung 41). 
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Abbildung 41: RAPD-Bandenprofile ausgewählter L.-reuteri-Isolate (n = 57) 
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Die visuelle Einteilung der mittels RAPD-PCR bestimmten Bandenmuster ergab 

sechs verschiedene Profiltypen mit jeweils mindestens zwei Isolaten, 13 

Einzelprofile und drei Isolate, bei denen keine Banden auftraten. Um die drei bei 

gesunden Kälbern am häufigsten vorkommenden Stämme für das 

Substitutionsprophylaktikum zu selektieren wurden nur Bandenprofile 

ausgewählt, die bei mindestens 5 gesunden Kälbern auftraten. In Tabelle 26 ist die 

Einteilung der untersuchten L.-reuteri-Isolate aufgeführt. Anhand dieser 

Ergebnisse wurden 18 Isolate gesunder Kälber, die den Bandenprofilen 1, 2 und 3 

zugeordnet wurden, für die weiteren Untersuchungen ausgewählt. 
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Tabelle 26: Einteilung der mittels RAPD-PCR untersuchten L.-reuteri-Isolate 
(n = 57) 

Bandenprofil Isolate gesunder Kälber Isolate von Durchfallkälbern 

Profil 1 

1-8-5 Lac 3* 

3-3-5 Lac 3 

3-6-5 Lac 1 

3-7-5 Lac 2 

6-10-5 Lac 3 

6-15-5 Lac 2 + Lac 5 

12-6-5 Lac 1 

7-6-5 Lac 3 

11-7-5 Lac 2 

3-8-5 Lac 1 + Lac 2 

4-8-5 Lac 1 

4-13-5 Lac 1 + Lac 3 

5-12-5 Lac 4 

5-15-5 Lac 4 

6-13-5 Lac 3 

 

Profil 2 

6-11-5 Lac 2 

8-3-5 Lac 2 

8-4-5 Lac 2 

11-8-5 Lac 1 

11-12-5 Lac 5 

 

Profil 3 

6-6-5 Lac 4 

6-14-5 Lac 2 

7-7-5 Lac 2 

8-3-5 Lac 3 

8-15-5 Lac 4 

7-2-5 Lac 2 

8-6-5 Lac 3 + Lac 4 

 

Profil 4 
1-9-5 Lac 3 

2-9-5 Lac 2 

6-14-5 Lac 1 

5-14-5 Lac 1 

6-8-5 Lac 5 

6-9-5 Lac 1 

Profil 5 10-8-5 Lac 1 + 2  

Profil 6  5-15-5 Lac 2 + Lac 3 

Einzelprofile 

6-12-5 Lac 4 

10-9-5 Lac 2 

3-6-5 Lac 4 

3-7-5 Lac 1 

3-3-5 Lac 1 

10-15-5 Lac 1 

3-5-5 Lac 2 

4-1-5 Lac 1 

6-14-5 Lac 1 

4-9-5 Lac 1 

4-14-5 Lac 1 

5-1-5 Lac 2 

5-5-5 Lac 3 

 

Keine Banden 
6-10-5 Lac 4 

4-3-5 Lac 2 

6-6-5 Lac 5 

 

 *Für weitere Untersuchungen ausgewählte Isolate in Fettdruck dargestellt. 
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Abbildung 46: Visualisierung der PCR-Produkte aus 16S rRNA-PCR mit 
Universalprimern (links) und speziesspezifischer PCR (rechts)    

 

Die von Sequiserve ermittelten Nukleotidsequenzen (Tabelle 48, Anhang) wurden 

anschließend mit Hilfe des BLAST Algorithmus mit Sequenzen der GenBank 

verglichen. Alle PCR-Produkte (Sequenzlänge 409 bzw. 999 Basen) lieferten eine 

99 %ige Übereinstimmung mit der Spezies Lactobacillus reuteri. 

  


