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Einleitung

1. Einleitung

Die Zeit nach dem Absetzen stellt fiir Ferkel eine kritische Phase dar. Durch
Umweltverdanderungen, Transport, sozialen Stress durch Trennung von der Mutter sowie
Rangordnungskémpfe sind die Tiere in dieser Zeit zahlreichen Belastungsfaktoren ausgesetzt.
Die meist abrupte Umstellung des Nahrungsangebots von Sauenmilch auf ein
Ferkelaufzuchtfutter wirkt zudem belastend auf den Organismus der Ferkel. Die Anderung
der Nahrungskomposition nimmt entscheidenden Einfluss auf die Futteraufnahme der Ferkel
und Energiedichte in der Ration. Weiterhin werden das Ausmall der mit dem Absetzen
einhergehenden Verdnderungen der Darmmorphologie bzw. -physiologie ebenso wie
ablaufende immunologische Reaktionen im Darm und die Zusammensetzung der Mikrobiota
beeinflusst. Sie gilt insofern als wichtiger Schliisselfaktor fiir die Entstehung und
Manifestierung gastrointestinaler Erkrankungen in Verbindung mit geringen Zuwachsraten
nach dem Absetzen (Le Dividich und Seve, 2000; Lalles et al., 2004, 2007; Zabielski et al.,
2008). Dieses Problem wurde in der Vergangenheit in gewissem Umfang durch den Einsatz
von Futterzusatzstoffen mit antibiotischer Wirkung maskiert. Durch die EU-Verordnung (EG)
1831/2003 besteht seit Anfang 2006 ein Einsatzverbot fiir antibiotische Leistungsforderer.
Damit ergibt sich die Notwendigkeit Alternativen zu entwickeln, um die tiergesundheitliche
und 6konomische Situation in der Ferkelproduktion zu verbessern.

Mittelkettige Fettsduren sind in der Erndhrung als energieliefernde Substrate, aber auch
aufgrund ihrer moglichen Wirkungen auf die intestinale Mikrobiota sowie auf die
Darmmorphologie und auf das darmassoziierte Immunsystem von besonderer Bedeutung
(Dierick et al., 2002 a, b, 2003). Dieses macht sie fiir den Einsatz in der Erndhrung von
Jungtieren interessant, wie zur Prophylaxe von Durchfallerkrankungen bei Absetzferkeln. In
vitro-Untersuchungen zeigten eine negative Korrelation zwischen steigenden pH-Werten und
der antibakteriellen Wirkung der mittelkettigen Fettsdauren in Abhidngigkeit des
Dissoziationsgrades (Hsiao und Siebert, 1999; Sun et al., 2002).

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen sollte einerseits iiberpriift werden, ob eine
kombinierte Fiitterung der mittelkettigen Fettsduren Capryl- und Caprinsédure mit kurzkettigen
organischen Sduren (Fumar- und Milchsdure) an Absetzferkel iiber eine pH-Wert-Absenkung
im vorderen Verdauungstrakt eine antibakterielle Wirkung mittelkettiger Fettsduren
ermoglicht werden kann. Andererseits sollte durch die Erhebung der Lénge der
Diinndarmzotten und Kryptentiefe bzw. durch die Quantifizierung intraepithelialer
Lymphozyten Effekte von mittelkettigen Fettsduren und organischen Séduren auf die
Diinndarmschleinhaut und auf das lokale darmassoziierte Immunsystem detektiert werden.
Interaktionen mit verdauungsphysiologischen Vorgingen wurden auflerdem beriicksichtigt.
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2. Literatur

2.1 Durchfiihrung und Bedeutung des konventionellen Absetzens fiir die Tiergesundheit

Die gewiinschte Maximierung der Sauenproduktivitit pro Jahr bedingt eine zunehmende
Intensivierung der Ferkelerzeugung und fordert das frithe Absetzen der Ferkel. Nach der
Tierschutz-Nutztierhaltungsverordnung [vom 22. August 2006, Abschnitt 4, §22(1)] diirfen
Saugferkel zwar erst im Alter von iiber vier Wochen abgesetzt werden, es ist jedoch moglich
die Tiere frither abzusetzen, sofern es zum Schutze des Muttertieres oder des Saugferkels vor
Schmerzen, Leiden oder Schidden geschieht [vom 22. August 2006, Abschnitt 4, §22(1)1]
bzw. auch unter Einhaltung bestimmter Vorschriften, wie die getrennte Haltung von Sauen
und das unverziigliche Verbringen der Ferkel in gereinigte und desinfizierte Stille, konnen
die Ferkel bereits im Alter von iiber drei Wochen abgesetzt werden [vom 22. August 2006,
Abschnitt 4, §22(1)*]. Das iiblicherweise praktizierte konventionelle Absetzen erfolgt i.d.R.
frith und zu einem festgelegten Zeitpunkt. Dies steht im Widerspruch zu dem natiirlichen
Absetzen bei Wildschweinen iiber einen definierten Zeitraum von vier bis acht Wochen.
Idealerweise ermoglicht dies eine graduelle Umstellung der Nahrungsaufnahme auf ein
strukturiertes Futter und bietet die notwendige Zeit fiir die schrittweise Reifung eines
funktionsfihigen Verdauungssystems (Brooks und Tsourgiannis, 2003; Miller und Slade,
2003; Zabielski et al., 2008). Im Gegensatz dazu bedeutet das konventionelle Absetzen meist
einen plotzlichen Futterwechsel sowie das Fehlen einer Adaptionszeit fiir die Ferkel, um sich
an die neue Art der Futteraufnahme bzw. fiir den Verdauungstrakt, um sich auf die neue
Struktur des Futters und dessen Inhaltstoffe anzupassen (Brooks und Tsourgiannis, 2003;
Miller und Slade, 2003; Zabielski et al., 2008). Als Folge dessen wird zu Beginn der
Absetzphase hiufig eine reduzierte Futteraufnahme beobachtet. Zwar nehmen 50 % der Tiere
ihre erste Mahlzeit innerhalb der ersten 24 Stunden nach dem Absetzen zu sich, jedoch
verweigern bis zu 10 % der Ferkel jegliche Futteraufnahme (Bruininx et al., 2001). Es kann
bis zu zwei Wochen dauern, das dadurch entstandene Energiedefizit wieder auszugleichen (Le
Dividich und Séve, 2000). Der Verlust der Muttermilch selbst bedeutet ein zusitzliches
Energiedefizit, da Sauenmilch, verglichen mit einem gewohnlichen Ferkelaufzuchtfutter, eine
hohere Energiedichte, basierend auf hohen Mengen an Fett und leicht verdaulicher Laktose,
besitzt (Le Dividich und Seve, 2000; Williams, 2003; Zabielski et al., 2008). Der Entzug der
Milch bedeutet fiir die Ferkel gleichermaen den Verlust der enthaltenden
Wachstumsfaktoren und Immunglobulinen (Pluske et al., 1997; King et al., 2003). Fehlende
Zuwachsraten und gastrointestinale Erkrankungen werden in diesem Zusammenhang haufig
nach dem Absetzen beobachtet, wobei letztere in vielen Betrieben ein gravierendes
Bestandsproblem darstellen und nahezu 10 % der gesamten Ferkelverluste verursachen
konnen (Le Dividich und Seve, 2000; Zabielski et al., 2008). Die durch das konventionelle
Absetzen resultierende Problematik fiir die Tiergesundheit kann als Ausdruck eines
multifaktoriellen Geschehens angesehen werden und steht in engem Kontext mit einem nicht
ausgereiften Verdauungsapparat bzw. lokalen Immunsystems und einer instabilen intestinalen
Mikrobiota zum Zeitpunkt des Absetzens (Cera et al., 1988; Nabuurs, 1995, Pluske et al.,
1997, Zabielski et al., 2008).
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2.2 Einfluss des Absetzens auf die Morphologie und Physiologie des Diinndarms

2.2.1 Histologischer Aufbau der Darmwand

Allgemeiner Aufbau (nach Liebich 2009; modifiziert nach Meyer, 2011):

Tunica mucosa (echte Driisenschleimhaut, Abb. 2)

— Lamina epithelialis mucosae (Epithel der Schleimhaut)

— Lamina propria mucosae (Eigenblatt der Schleimhaut)

— Lamina muscularis mucosae (Muskelblatt der Schleimhaut)

Lamina (Tela) submucosa (Unterschleimhautgewebe)

Tunica muscularis (Muskelschicht)
— Lamina (Stratum) circularis (zirkulidre Schicht)
— Lamina (Stratum) longitudinalis (Langsschicht)

Lamina (Tela) subserosa (Untergewebe der Serosaschicht)

Tunica serosa (Serosaschicht)
— Lamina propria serosae (Eigenblatt der Serosa)
— Lamina epithelialis serosae (Epithel der Serosa)

Die Schleimhaut des Diinndarms bildet die innerste Schicht und itibernimmt vielfiltige
Aufgaben. So dient das Epithel einerseits als Schutzbarriere, erfiillt aber auch {iiber die
Synthese von Verdauungsenzymen und Transportproteinen elementare Funktionen (Kelly und
Coutts, 2000; Zabielski et al., 2008).

Besonderheiten der Diinndarmschleimhaut

Die Schleimhaut des Diinndarms besteht aus einem einschichtigen hochprismatischen Epithel,
das zudem strukturell und funktionell unterschiedliche Zellen aufweist. Die Enterozyten sind
stets hochprismatisch und tragen oberfldchlich einen Mikrovillibesatz (Biirstensaum). Tight
junctions (lat. Zonula occludens) ermoglichen einen festen Zellverband und regulieren die
epitheliale Permeabilitdt (parazelluldarer Transport). Durch den Einschluss wichtiger
Verdauungsenzyme (Hydrolasen) in das Plasmalemm der Mikrovilli entsteht eine wichtige
Voraussetzung fiir die Bildung einer resorptionsaktiven Oberfliche. Der zytoprotektive
Schleim (Mukus) wird von den Becherzellen sezerniert, ist glykoprotein- sowie
glykolipidreich und wird von den Zellen merokrin auf die Oberfliche der Darmschleimhaut
abgegeben. Endokrine Zellen synthetisieren u.a. Peptidhormone (Somatostatin, Gastrin,
vasoaktive intestinale Peptide (VIP), Cholezystokinin-Pankreozymin (CCK) und Serotonin.
Durch die Bildung endokriner Wirkstoffe beeinflussen sie iiber Stimulation oder Hemmung
die ablaufenden Verdauungsvorginge (Liebich, 2009). Paneth-Zellen befinden sich am Grund
der Diinndarmdriisen und iiben iiber die Bildung von antibakteriell wirksamen Peptiden, wie
a-Defensin, einen antibakteriellen Effekt aus (Murphy et al., 2009). Diese Zellen sind
lediglich beim Pferd und Menschen sicher nachgewiesen (Selsted und Oulette, 2005; Liebich,
2009). B-Defensin, ein weiteres antibakteriell wirksames Peptid, welches in den Epithelzellen
des Diinn- und Dickdarms gebildet wird, konnte auch bei Schweinen detektiert werden
(O’Neil et al., 1999; Linde et al., 2008). Sonderbildungen der Tela submucosa fiithren zur
VergroBBerung der inneren Oberfliche und optimieren die Resorption der
Nahrungsbestandteile. Makroskopisch sichtbare Falten (Plicae circulares) treten quer zur
Lingsachse in Erscheinung, ihre Hohe nimmt von kranial nach kaudal hin ab. Die
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bindegewebige Grundlage dieser Querfalten bildet die Tela submucosa. Ausstiilpungen der
Lamina propria mucosae, die Diinndarmzotten (Villi intestinales), werden von einem
einschichtigen, hochprismatischen Epithel (Lamina epithelialis mucosae) iiberzogen. Die
langsten Zotten befinden sich im Jejunum, kiirzere wiederum im Duodenum und Ileum. Die
Lamina propria bildet neben Ausstiilpungen auch Einstiilpungen aus. Bei diesen handelt es
sich um schlauchférmige, gerade und unverzweigte Krypten (,,Lieberkiihnsche Driisen*). Die
Epithelzellen am Grund der Darmkrypten sind undifferenziert und sorgen durch stindige
mitotische Teilungen fiir den notwendigen Ersatz der abgeschilferten Epithelzellen der
Zottenwand, wobei sie die kontinuierliche Regeneration des Epithels ermdglichen. Die
Krypten unterliegen einer postnatalen Entwicklung, so dauert die Erneuerung der
Deckepithelschicht bei Neonaten 10- 14 Tage, bei adulten Tieren lediglich zwei bis fiinf Tage
(Liebich, 2009)

2.2.2 Entwicklung und Verinderungen der Diinndarmmorphologie und -physiologie

wihrend Siugezeit und Absetzphase

Bereits in den friilhen Trichtigkeitsstadien erfolgt eine erkennbare Gliederung des
Verdauungstrakts in verschiedene Organanteile, so dass erforderliche Diinndarmstrukturen
und physiologische Vorginge bereits bei der Geburt auf extrauterine Bedingungen ausgelegt
sind. Bis zur Ausbildung eines ausgereiften Verdauungsapparates, welcher dem eines adulten
Tieres gleicht, benotigt es folglich nur eine iiber die Sduge- und Absetzphase sukzessive
Verfeinerung der Strukturen sowie der Verdauungs- und- Absorptionskapazititen (Kelly und
Coutts, 2000; Miller und Slade, 2003). Hierbei ist die postnatale Phase durch die Aufnahme
der Sauenmilch gekennzeichnet bzw. die Absetzphase durch die Adaptation des
Verdauungssystems an feste Nahrung (Kelly und Coutts, 2000; Zabielski et al., 2008). Durch
die Aufnahme der Kolostralmilch wird das Wachstum von Magen, Pankreas und Diinndarm
der neonatalen Ferkel intensiv stimuliert, was offenbar mafgeblich durch intrinsische
Wachstumsfaktoren und Hormone im Kolostrum gesteuert wird (Pacha, 2000; Zabielski et al.,
2008). In der ersten markanten Entwicklungsphase erfolgen eine schnelle Zunahme der
Diinndarmzottenhohe und Expansion des Biirstensaums; dies bedingt eine deutliche Zunahme
der Resorptionsfliche (Xu et al., 1992; Zabielski et al., 2008). Begriinden ldsst sich dieses
Phinomen u.a. durch die in den ersten zwei bis vier Lebenstagen beobachtete Erhohung der
Mitoserate der Epithelzellen in den Krypten, bei gleichzeitiger Inhibierung der Apoptoserate
(Zabielski et al., 2008). Das verdnderte Verhiltnis zwischen Mitose und Apoptose wird im
Diinndarm durch die Differenzierung der Enterozyten, Becherzellen und Immunzellen
begleitet (Zhang et al., 1997). Der Vorgang findet wahrscheinlich verstirkt im proximalen
Diinndarm statt, da bei keimfreien neugeborenen Ferkeln die Zottenlinge und Kryptentiefe im
Duodenum, verglichen mit den Abschnitten Jejunum und Ileum, signifikant kleiner bzw.
deutlich tiefer waren (Shirkey et al., 2006). Fetal angelegte Enterozyten sind in der Lage,
kolostrale Makromolekiile (Immunglobuline, Hormone, Wachstumsfaktoren u.a.) {iiber
Vesikel zu transportieren. Diese Art von vakuolisierten Enterozyten sind noch bis zu zwei
Wochen nach der Geburt und verstdarkt im Duodenum nachzuweisen (Shirkey et al., 2006).
Bereits zu Beginn der zweiten Lebenswoche werden die fetalen Enterozyten durch ausgereifte
Enterozyten ersetzt. Begleitet wird dieser Maturationsprozess durch eine Steigerung der
Apoptoserate bei gleichzeitiger Minimierung der Mitoserate, so dass sich das Verhiltnis von
Apoptose zu Mitose wieder auf das gleiche Niveau, wie vor der ersten Kolostrumaufnahme,
einstellt (Godlewski et al., 2005; Zabielski et al., 2008). Dieser Vorgang verlduft parallel zu
der fortschreitenden Erhohung der Aktivititen der im Biirstensaum lokalisierten Enzyme
Laktase, Saccharase, Maltase und Aminooligopeptidase (Zhang et al., 1997). Gleichermal3en
erhoht sich die Transportkapazitit fiir Fruktose vergleichbar mit der von Glukose. Dies lasst
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die Vermutung zu, dass Ferkel bereits kurz nach der Geburt in der Lage sind auch
milchfremde Nahrungsbestandteile zu verdauen (Puchal und Buddington, 1992). Die
fingerformigen Zotten verkiirzen und verbreitern sich allméhlich im Verlauf der Sdugezeit
(Ceracet a., 1988).

Die Reifung des Gastrointestinaltrakts schreitet auch unter natiirlichen Bedingungen, aber nur
graduell, voran (Hampson, 1986). Die im Zuge des Absetzens auftretenden strukturellen und
funktionellen Wandlungen sind besonders bei frith abgesetzten Ferkeln ausgeprigt (Tang et
al.,, 1999). Es konnen generell zwei Phasen unterschieden werden: Die akute Phase ist
gekennzeichnet durch spezifische Veridnderungen wie Reduktion der Villushohe und die
damit verbundene Aktivititsabnahme der im Biirstensaum lokalisierten Enzyme Laktase, N-
Amino- und Dipeptidylpeptidase und Alkalische Phosphatase sowie einer geringeren
Glukoseresorption und einer Erhohung der parazelulldren Permeabilitit. Sie wird ab dem 5.
Tag nach dem Absetzen durch eine anschlieBende Adaptations- und Reifungsphase abgelost.
In dieser Zeit erfolgt die progressive Wiederherstellung normaler Strukturen sowie
funktionstiichtiger Verdauungskapazititen. Der Vorgang ist nicht vor dem 15. Tag nach dem
Absetzen abgeschlossen (Hampson, 1986; Cera et al. 1988; Tang et al., 1999;
Spreeuwenberger et al., 2001; Marion et al., 2002; Hedemann et al., 2003; Boudry et al.,
2004; Montagne et al. 2007). Innerhalb der ersten 24 Stunden nach dem Absetzen ist bereits
ein deutlicher Riickgang der Diinndarmzottenhohe zu beobachten. Diese sogenannte
Villusatrophie erreicht drei bis fiinf Tage nach dem Absetzen ihren Hohepunkt und wird ab
dem dritten bis sechsten Tag von einer Vertiefung der Krypten, der sogenannten Elongation,
begleitet (Hampson, 1986; Cera et al., 1988, Tang et al., 1999; Spreeuwenberg et al., 2001;
Hedemann et al, 2003; Boudry et al, 2004; Montagne et al, 2007). Die
Kryptenzellproliferation fiihrt zur Vertiefung der Krypten. Sie soll der verstirkten
Nachbildung von Enterozyten dienen und die regenerative Zunahme der Villushohe
ermoglichen (van Dijk et al., 2001; Hedemann et al., 2003; Miller und Slade, 2003; Zabielski
et al., 2008). Die Abnahme der Zottenlinge ist deutlich ausgeprédgter im proximalen
Diinndarm (Hampson, 1986; Spreeuwenberg et al., 2001; Marion et al., 2002; Hedemann et
al., 2003; Miller und Slade, 2003, Boudry et al., 2004; Shirkey et al., 2006; Montagne et al.,
2007), wahrend die Elongation der Krypten verstirkt in den distalen Bereichen stattfindet
(Hampson, 1986; Boudry et al., 2004; Montagne et al., 2007).

Die genaue Atiologie der transienten Villusatrophie und die damit verbundene Vertiefung der
Krypten sowie der herabgesetzten Enzymaktivitdt wird in der Literatur kontrovers diskutiert
und sollte eher als Reaktion auf das komplexe Zusammenspiel verschiedener Systeme und
nicht als Antwort auf nur einen einwirkenden Faktor bewertet werden (Pluske et al., 1997).
Die Verringerung des Verhiltnisses von Zottenldnge und Kryptentiefe in der akuten Phase
nach dem Absetzen gilt primir als Ausdruck hoher Zellverluste im Epithel der Zotten und
einer nicht ausreichenden Zellerneuerung in den Krypten, mafigeblich gesteuert durch eine
gesteigerte Apoptoserate bei gleichzeitiger Minimierung der Mitoserate (Hampson, 1986;
Pluske et al., 1997; van Diik et al., 2001; Hedemann et al., 2003; Zabielski et al., 2008). Die
zu geringe Futteraufnahme und das daraus resultierende Energiedefizit (Spreeuwenberg et al.,
2001; Marion et al., 2002; Hedemann et al., 2003; Boudry et al., 2004; Montagne et al., 2007)
bzw. die fiir den Darm der Ferkel neuartige Zusammensetzung des Futters sollen dabei eine
tragende Rolle spielen (Cera et al., 1988; Zabielski et al., 2008). Die Umstellung von
Sauenmilch auf festes Futter fiihrt zudem zum Verlust wichtiger Faktoren mit verschiedenen
Schliisselfunktionen fiir das physiologische Zellwachstum, der Zelldifferenzierung und
Zellfunktion. So konnte der durch den Milchentzug entstehende Mangel an EGF (Epidermal
growth factor), IGF (Insulin-like growth factor), Insulin und Cholecystokinin zu einer
Verschlechterung des Zellstoffwechsels fiihren und eine verminderte Uberlebenszeit der
Enterozyten bedingen (Pluske et al., 1997; Montagne et al., 2007). Die Konfektionierung des
Futters moduliert vermutlich ebenfalls die Hohe der Diinndarmzotten, da die Zotten nach
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Breifiitterung, verglichen mit der Linge nach Vorlage von pelletiertem Futter, deutlich hoher
waren (Deprez et al., 1987). Die abrasive Wirkung des pelletierten Futters (Deprez et al.,
1987) bzw. das hohere Aufnahmevermogen von Breifutter und die damit gesteigerte
Energiezufuhr (Partridge et al., 1992) konnten diese Unterschiede begriinden. Der mogliche
Einfluss des lokalen Immunsystems auf die beschriebenen transienten Verdnderungen
innerhalb der Darmstruktur und Darmphysiologie wird unter Punkt 2.3.3 erldutert.
Beschriebene funktionsrelevante strukturelle Verdnderungen konnten in abgeschwichter
Ausprigung auch bei nicht abgesetzten Ferkeln verzeichnet werden. Verglichen mit
gleichaltrigen abgesetzten Ferkeln wurde allerdings lediglich ein gradueller Anstieg der
Kryptentiefe und eine geringere Minderung der Zottenhohe beobachtet (Hampson, 1986).
Dies unterstreicht die Annahme einer temporiren Uberbelastung des Verdauungssystems
abgesetzter Ferkel. Fiir die Tiergesundheit kann die Abnahme der protektiven
Schleimhautintegritdt als moglicher Wegbereiter fiir die Manifestierung schwerwiegender
Durchfallerkrankungen in Verbindung mit fehlenden Zuwachsraten nach dem Absetzen
angesehen werden (Cera et al., 1988; Nabuurs et al., 1995; Pluske et al., 1997; Zabielski et al.,
2008).

2.3 Einfluss des Absetzen auf die Funktionalitit des lokalen Immunsystems im

Diinndarm

Uber den Darm erfolgt die Aufnahme nutritiver und mikrobieller Antigene, erstere sind
lebensnotwendig, letztere fiir den Organismus gefidhrlich. Die Schleimhautoberfliche ist
besonders anfillig fiir Infektionen; um ihre physiologischen Aufgaben zu erfiillen, besteht
eine gewisse Durchlédssigkeit, die als potenzielle Eintrittspforte fiir pathogene Keime in den
Korper bewertet werden kann (Kelly und Coutts, 2000; Bailey et al., 2005; Liebich, 2009;
Murphy et al.,, 2009). Die Besonderheit der Darmschleimhaut besteht in der
Aufrechterhaltung einer stindigen Balance zwischen einer mukosalen Toleranz gegeniiber
den iiber die Nahrung oral zugefiihrten Fremdantigenen bzw. der kommensalen
Darmbakterien und einer lokalen Bekdmpfung pathogener Erreger. Die notwendige
Immunantwort im Darm wird maBgeblich durch ein komplexes Interagieren zwischen
angeborenen und erworbenen Mechanismen des lokalen Immunsystems kontrolliert (Pabst
und Rothkétter, 1999; Kelly und Coutts, 2000; Vega-Lopez et al., 2001; Stokes et al., 2004;
Bailey et al., 2005; Murphy et al., 2009).

2.3.1 Aufbau und Struktur des darmassoziierten lokalen Immunsystems beim Schwein

Der erste Antigenkontakt erfolgt iiber die Schleimschicht (Mukus), diese liegt schiitzend
tiber dem Epithel. Eine intakte Mukusschicht besitzt verschiedene antimikrobielle
Eigenschaften, um oral aufgenommene pathogene Erreger effektiv zu bekidmpfen. Zum einen
wirkt der Schleim selbst bakteriozid, da er u. a. reich an Lysozym ist, zum anderen kdonnen
pathogene Mikroorganismen nicht nur durch Fixierung und Umhiillung abtransportiert und
ausgeschieden werden, sondern auch durch die im Mukus gebundenen IgA-Antikorper
neutralisiert werden (Pabst, 1987; Kelly und Coutts, 2000; Montagne et al., 2004; Murphy et
al., 2009). Indirekt verhindert eine intakte Schleimhaut durch die Adhision kommensaler
Bakterien, eine Kolonisation und Vermehrung pathogener Erreger (Montagne et al., 2004;
Murphy et al., 2009). Die im Epithelverband gebildeten engen Zellverbindungen, sogenannte
tight junctions (lat. Zonula occludens), gewihrleisten einerseits eine selektive Permeabilitit
(Pabst, 1987; Kelly und Coutts, 2000; Murphy et al., 2009), andererseits befinden sich mehr
als 50 % aller T-Zellen im Diinndarm intraepithelial (Vega-Lopez et al., 2001), so dass das
Epithel selbst eine weitere Instanz darstellt, um potenzielle Infektionen friihzeitig
kontrollieren zu konnen (Pabst, 1987; Kelly und Coutts, 2000; Vega-Lopez et al., 2001;
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Murphy et al., 2009). Intraepitheliale Lymphozyten (IEL) liegen zwischen den Enterozyten
und verteilen sich bei adulten Schweinen relativ gleichmiBig auf das Epithel im Bereich der
Zottenspitze, Zottenmitte und der Zottenbasis (Vega-Lopez et al., 2001). Sie sind auf der
einen Seite durch tight junctions vom Darmlumen und auf der anderen Seite durch die
Basalmembran von der Lamina propria abgetrennt (Pabst, 1987; Vega-Lopez et al., 2001;
Murphy et al., 2009). Der Nachweis verschiedener IEL Populationen gelingt anhand
verschiedener Zelloberflichenmolekiile (CD-Molekiile). In Tabelle 1 wurden die beim
Schwein nachgewiesenen CD-Molekiile auf IEL des Diinndarms zusammengefasst. Beim
adulten Schwein befindet sich der Hauptteil der IEL angrenzend an die Basalmembran und ca.
53 % dieser Lymphozyten exprimieren die Oberfliichenmolekiile CD2*CD4 CDS8" (Bianchi et
al., 1992; Vega-Lopez et al., 1995; Rothkotter et al., 1999; Vega-Lopez et al., 2001). Ein
geringerer Teil befindet sich auf Hohe des Enterozyten-Zellkerns sowie in apikal gelegenen
Bereichen, dabei soll es sich zu ca. 43 % um doppelt negative CD2'CD4CD8-Zellen
(Rothkotter et al., 1994; Vega-Lopez et al., 1993; 2001) handeln. CD4"-, CD16"- sowie
TcR1" (y8)-Zellen konnten nur in geringer Anzahl (ca. 5 %) im Epithel des Schweins
nachgewiesen werden (Vega-Lopez et al., 1993; Solano-Aguilar et al., 2001; Scharek et al.,
2007). Aufgrund der Nidhe zum Darmlumen und der damit verbundenen fast barrierefreie
Zugriff der IEL auf oral aufgenommene Fremdantigene ldsst vermuten, dass IEL eine
wichtige Funktion innerhalb der lokalen Immunantwort iibernehmen (Pabst, 1987). In der
Lamina propria befinden sich weitere Immunzellen, wie Makrophagen, dendritische Zellen
und Granulozyten. Lymphozyten befinden sich tiberwiegend im Bereich der Diinndarmzotten,
wihrend Makrophagen und Granulozyten verstidrkt im Bereich der Krypten zu finden sind
(Vega-Lopez et al., 1993). Bei den spezifischen Immunzellen stellen CD4'-Zellen die
vorherrschende Population dar (Rothkotter et al., 1991; Vega-Lopez et al., 1993; Solano-
Aguilar, 2001). Verglichen zum Epithel sind TcR1" (y3)-Zellen in der Lamina propria in
hoheren Anteilen vertreten (Rothkotter et al., 1999; Scharek et al., 2007). IgA produzierende
Plasmazellen lagern sich iiberwiegend im Kryptenbereich an, wobei sich B-Zellen nur
vereinzelt in der Lamina propria finden (Rothkétter et al., 1991).

Das GALT (gut associated lymphoid tissue) stellt ein strukturiertes Kompartiment des
schleimhautassoziierten lymphatischen Gewebes (mucosa associated lymphoid tissue;
MALT) dar und besteht aus den in der Lamina (Tela) submucosa in charakteristischer Weise
angeordneten, aggregierten Lymphfollikeln (Noduli lymphatici aggregati) in Form der
jejunalen und ilealen Peyerschen Platten (PP) und aus den mesenterialen Lymphknoten
(Solano-Aguilar, 2001; Bailey et al., 2005; Liebich, 2009; Murphy et al, 2009). Diese
organisierten lymphatischen Gewebe sind Bereiche, in denen T- und B-Zellen mithilfe
antigenprasentierender Zellen (dendritische Zellen und Makrophagen) in Kontakt treten
(Murphy et al., 2009).
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Tabelle 1: Darstellung der im Diinndarm des Schweines nachgewiesenen
Zelloberflichenmolekiile auf IEL

CD-Antigen Lymphozyten, die das Literatur

Antigen exprimieren

CD2 T-Zellen, NK-Zellen Pescovitz et al., 1998;
Denyer et al., 2006
CD3 T-Zellen Pescovitz et al., 1998
CDS8, Zytotoxische T-Zellen, NK- Pescovitz et al., 1998;
Zellen Denyer et al., 2006
CD8g Zytotoxische T-Zellen Pescovitz et al., 1998
CD4 T-Helferzellen Saalmiiller et al., 1987
CD16 NK-Zellen Denyer et al., 2006
CD =  cluster of differentiation: Zusammenfassung monoklonaler Antikorper, die dasselbe

Zelloberflachenmolekiil erkennen; NK = natiirliche Killerzellen

Beim Schwein kénnen T-Lymphozyten generell anhand ihres T-Zellrezeptors in af-T-Zellen
und y6-T-Zellen untergliedert werden. Die Gruppe der af3-T-Zellen umfasst indes vier weitere
Subtypen (Saalmiiller et al., 1987; Yang und Parkhouse, 1996): Naive T-Helferzellen
(CD4'CD8-Zellen); T-Helfer-Gedichtniszellen (CD4*CD8",q0w) und zytotoxische T-Zellen
(CD4°CD8" 410w~ und CD4'CD8" oghign-Zellen). CD4*CD8 -Zellen stellen insgesamt rd. 3-14 %
aller im peripheren Blut vorkommenden Lymphozyten (PBL) bzw. rd. 9-30 % der
Lymphozyten im peripheren lymphatischen Gewebe dar, wobei das zahlenméfige Auftreten
mit zunehmendem Alter ansteigt. Die Anzahl an CD4"CD8" 10w —Zellen steigt altersabhingig
an, wobei sie rd. 2-55 % aller PBL und 3-13 % im lymphatischen Gewebe reprisentieren.
Zytotoxische T-Zellen (CD4 CD8 0w~ und CD4 CD8"ygnign-Zellen) représentieren rd. 7-
28 % der PBL und 5-32 % der Lymphozyten im lymphatischen Gewebe (Yang und
Parkhouse, 1996; Zuckermann und Husmann, 1996). Die yo-T-Zellen stellen den Hauptteil
aller PBL bei jungen Schweinen, ihre Anzahl sinkt mit zunehmendem Alter. Beim Schwein
lasst sich diese T-Zelllinie ferner in drei Subtypen untergliedern (Saalmiiller et al., 1987,
Yang and Parkhouse, 1996, 2000): CD2"'CD4 CD8-y3-T-Zellen (klassische y3-T-Zellen);
CD2"CD4 CD8*low-y5-T-Zellen (klassische y3-T-Zellen) und CD2 CD4 CD8-y3-T-Zellen
(nicht klassische y6-T-Zellen). Der nicht klassische yo-T-Subtyp stellt den Hauptteil der T-
Zellen im Blut junger Schweine dar (15-25 %), die Funktion dieser Zellen ist jedoch
ungeklért (Charerntantanakul und Roth, 2007). Die klassischen y5-T-Zellen stellen rd. 1 %
der PBL und 0,2-13 % der Lymphozyten der lymphatischen Gewebe (CD2*CD4 CDS8 v3-T-
Zellen) bzw. 2% der PBL und 1-9 % der Lymphozyten der lymphatischen Gewebe
(CD2"CD4 CD8 " low-y5-T-Zellen) (Yang und Parkhouse, 1996). Im Gegensatz zu of-T-
Zellen erkennen die klassischen Subtypen der yd-T-Zellen Antigene zwar nicht iiber die
Bindung an MHC-Molekiile, doch reagieren sie wie af}-T-Zellen nach Antigenkontakt durch
Proliferation sowie Zytokinproduktion und im Falle der CD2'CD4 CD8,, v6-T-Zellen
zytotoxisch (Saalmiiller et al., 1994). Die Art und Weise der Antigenerkennung von porzinen
v6-T-Zellen ist unklar, jedoch konnten sie Fremdantigene direkt iiber ihren yd-T-Zellrezeptor
erkennen bzw. sie gleichen den unspezifischen Immunzellen, indem sie Pathogen-assoziierte
molekulare Muster (PAMPs) iiber Toll-Like-Rezeptoren (TLR) oder via Scavenger-
Rezeptoren wahrnehmen (Charerntantanakul und Roth, 2007).
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Das CD3-Oberflachenmolekiil, ein Proteinkomplex aus Transmembranproteinen, wird auf der
Oberfliche von zytotoxischen- und T-Helferzellen exprimiert (Pescovitz et al., 1998; Murphy
et al., 2009). Die Proteinketten CD3y, CD36 und CD3¢ bilden zusammen mit den Ketten des
T-Zellrezeptors einen stabilen T-Zellrezeptorkomplex (Murphy et al., 2009) Eine eindeutige
Abgrenzung zwischen CDS8 positiven y6-T-Lymphozyten und natiirlichen Killerzellen (NK-
Zellen) kann lediglich durch die Oberflichenmarker CD3 und CDS5 erfolgen. NK-Zellen
exprimieren im Gegensatz zu CD2'CD4CD8",, y8-T-Zellen weder CD3 noch CD5
(Saalmiiller et al., 1994).

2.3.2 Entwicklung des lokalen Immunsystems im Diinndarm iiber die Sidugezeit und

Absetzphase

Die strukturelle Gliederung des lokalen Immunsystems ist bereits zur Geburt vorhanden,
durchlduft aber eine postnatale Reifung. Diese wird malgeblich durch die
Auseinandersetzung der Ferkel mit einer Vielzahl ,neuer Antigene* in der Sduge- und
Absetzzeit initiiert (Vega-Lopez et al., 1995; Pabst und Rothkoétter, 1999; Stokes et al., 2004;
Bailey et al., 2005; Kelly und Coutts et al., 2000). In beiden Lebensphasen erfolgt eine
intensive Auseinandersetzung mit Nahrungsfaktoren und Umweltkeimen (Pabst und
Rothkotter, 1999; Stokes et al., 2004; Bailey et al., 2005).

Innerhalb der ersten Lebenswoche steigt die Anzahl der antigenprésentierenden Zellen in der
Lamina propria mucosae im Bereich der Diinndarmzotten und -krypten drastisch an und
erreicht ihr Maximum in der fiinften Lebenswoche, wobei die Bereiche der Krypten stirker
besiedelt sind (Vega-Lopez et al., 1995). Die Peyerschen Platten (PP) sind bereits préinatal
nachweisbar (Pabst und Rothkdtter 1999). Sie zeigen schon wenige Tage nach der Geburt
eine histologische Gliederung, die vergleichbar ist mit derjenigen bei adulten Schweinen und
erfahren p.n. ein kontinuierliches Gro3enwachstum (Pabst et al., 1988; Stokes et al., 2004).
Lymphozyten werden in dieser Phase nur in geringer Anzahl in der Nidhe der PP detektiert
(Stokes et al., 2004). B-Zellen und IgA-produzierende Plasmazellen konnen erst ab dem 12.
Lebenstag in der Lamina propria mucosae des Diinndarms nachgewiesen werden und bis zum
40. Lebenstag erfolgt primér nahe der Krypten ein starker Anstieg dieser Zellen (Rothkétter et
al., 1991; Bianchi et al., 1992; Stokes et al., 2004). In den ersten Lebenstagen findet sich in
der Lamina propria der Diinndarmzotten nur eine geringe Anzahl an doppelt negativen CD2*
CD4 CD8'- (Vega-Lopez et al., 1995; Stokes et al., 2004) und CD8"-Immunzellen (Bianchi et
al., 1992). Innerhalb der zweiten und vierten Lebenswoche pridominieren CD4"-T-Zellen in
der Lamina propria (Bianchi et al., 1992). Gleich der Lamina propria finden sich kurz nach
der Geburt auch im Epithel des Diinndarms iiberwiegend doppelt negative Zellen, wobei im
Gegensatz zur Lamina propria ab der zweiten Lebenswoche ein deutlicher Anstieg CD8"-
Zellen nachgewiesen werden kann. CD8*-Zellen entwickeln sich iiber das Absetzen hinaus als
stiarkste IEL-Fraktion (Bianchi et al., 1992; Vega-Lopez et al., 1995; Solano-Aguilar et al.,
2001; Vega-Lopez et al., 2001; Stokes et al., 2004). Die Anzahl CD4 und CD16 positiver
Zellen im Epithel verhidlt sich dagegen riickldufig (Solano-Aguilar et al., 2001). Die
Gesamtanzahl IEL steigt kontinuierlich ab dem 14. Lebenstag und entspricht mit rd. 30 % in
etwa der bei 4,5jdhrigen Schweinen ermittelten Anzahl (Rothkétter et al., 1999). Bei keimfrei
aufgezogenen Versuchsferkeln konnte dieser Anstieg nicht beobachtet werden, so erscheint
die Anzahl IEL mafgeblich durch eine mikrobielle Interaktion beeinflusst zu werden
(Rothkotter et al., 1999). Bei adulten Schweinen sollen rd. 50 % aller Lymphozyten im
Diinndarm intraepithelial lokalisiert sein (Vega-Lopez et al., 2001). Die Herkunft IEL gilt als
noch nicht eindeutig gekldrt. An humanem Darmgewebe konnte  mittels
Transmissionselektronenmikroskopie eine Migration von Lymphozyten aus der Lamina
propria in das Epithel beobachtet werden (Lundquist et al., 1995). Aufgrund der
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Hauptlokalisation IEL im Bereich der Basalmembran wird Gleiches auch beim Schwein
angenommen (Barmann et al., 1994; Vega-Lopez et al., 2001).

2.3.3 Bedeutung des lokalen darmassoziierten Immunsystems fiir die morphologischen

Verinderungen im Diinndarm der Ferkel wihrend der Absetzphase

Ein ausgereiftes und stabiles lokales Immunsystem, mit der Fahigkeit eine ausreichende
Abwehr gegeniiber pathogenen Erregen zu gewihrleisten und gleichzeitig eine
Immuntoleranz gegeniiber Futterantigenen zu besitzen, wird zunehmend als Voraussetzung
fiir ein optimales Wachstum und eine entsprechende biologische Leistung der Absetzferkel
angesehen (Stokes et al., 2004). Die in diesem Zusammenhang auftretenden transienten
Veridnderungen innerhalb der Darmstruktur und Darmphysiologie wurden bereits beschrieben
(Punkt 2.2.2). Hinsichtlich der Einwirkung des lokalen Immunsystems bei der Entstehung
morphologischer und funktionaler Veridnderungen werden in der Literatur zwei mogliche
Ursachen diskutiert. Die massive Zufuhr von neuen Nahrungsantigenen konnte zum einen zu
einer liberschieBenden Immunreaktion im Darm fithren. Zum anderen konnte ein noch nicht
ausgereiftes lokales Immunsystem, insbesondere bei friih abgesetzten Ferkeln, die
Kolonisation von pathogenen Erregern nicht verhindern und die Entstehung von
gastrointestinalen Erkrankungen begiinstigen. Die zuletzt genannte These kann durch
folgende Untersuchungen unterstiitzt werden:

Die Studie von Vega-Lopez et al. (1995) an drei Wochen alten abgesetzten Ferkeln belegte
zwar eine mogliche unspezifische Immunantwort auf unbekannte Antigene, durch den in der
Lamina propria insbesondere im Bereich der Zotten und Krypten des proximalen Diinndarm
nachgewiesenen Anstieg von doppelt negativen CD2" - bzw. antigenprisentierenden Zellen.
Die Anzahl CD4 und CD8 exprimierender Immunzellen und somit die Gegenwart
spezifischer Effektorzellen blieb jedoch unverindert gering. Gu et al. (2002) konnte aulerdem
zeigen, dass die Anzahl der IEL bei 21 Tage alten, abgesetzten Ferkeln deutlich geringer war
als bei 28 Tage alten Tieren, die Zottenhohe und Kryptentiefe der verschiedenen
Altersgruppen unterschied sich jedoch nicht. Des Weiteren ergab die Quantifizierung der IEL
im Diinndarm von 17 Tage alten Ferkeln einen Wert von unter 15 % und konnte die
Hypothese eines nicht adaptierten Immunsystems, insbesondere bei friih abgesetzten Ferkeln,
zusitzlich bekriftigen (Rothkotter et al., 1999).

Andererseits bedingt die mit dem Absetzen einhergehende abrupte Futterumstellung eine fiir
das lokale Immunsystem ungeniigende Anpassungszeit, um eine Immuntoleranz gegeniiber
neuen Futtermittelallergenen zu entwickeln. Eine dadurch induzierte iiberschiefende lokale
Immunreaktion im Sinne einer allergischen Reaktion konnte indes den voriibergehenden
Verlust der Darmmorphologie verursachen (Li et al., 1990, 1991 a, b; Spreuuwenberger et al.,
2001; Stokes et al., 2004; Bailey et al., 2005). Die Untersuchungen von Li et al. (1990, 1991
a, b) konnten auBerdem einen Zusammenhang zwischen der Abnahme der Villushohe,
Zunahme der Kryptentiefe und einem Anstieg spezifischer IgG-Antikdrpern gegeniiber
Sojaprotein im Plasma bei abgesetzten Ferkeln nachweisen. Die Ergebnisse der Arbeiten von
Solano-Aguilar et al. (2001) und Spreeuwenberg et al. (2001) stiitzen zudem die Annahme
einer durch das Absetzen induzierten iiberschiefenden Reaktion des lokalen Immunsystems.
So konnte bei 17 Tage alten abgesetzten Ferkeln einen massiven Anstieg der CD8*-Zellen in
isolierten peripheren mononukledren Zellen sowie im Epithel des Ileums und gleichzeitig ein
Anstieg der IL-2-Expression nachgewiesen werden bzw. bei 25 Tage alten Ferkeln konnte ab
dem vierten Tag nach dem Absetzen eine markante Zunahme der CD8"-Zellen beobachtet
werden.
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2.4 Entwicklung der Mikrobiota iiber die Siuge- und Absetzphase bei Ferkeln

Adulte Schweine besitzen im Magen und Ileum, verglichen mit anderen Sdugerarten, eine
betriachtliche Anzahl an Bakterien (Jensen, 1998; Hopwood und Hampson, 2003). Im
Vergleich zum Diinndarm nehmen die Bakterienanzahl und die Diversitit der
Zusammensetzung im Dickdarm zu (Jensen, 1998; Leser et al., 2002; Hill et al., 2002;
Shirkey et al., 2006). Die Hauptsubstrate der mikrobiellen Fermentation stellen
Kohlenhydrate dar. Die Bildung der Stoffwechselendprodukte Milchsidure (Laktat) entsteht
durch Milchsdurebakterien (Laktobazillen) insbesondere im Magen und Diinndarm durch den
Abbau leicht fermentierbaren Kohlenhydrate (Clemens et al., 1975; Sakata et al., 1999).
Kurzkettige fliichtige Fettsduren (SCFA) entstehen primdr im Dickdarm durch die
Fermentation unverdaulicher Kohlenhydrate (,Nicht-Stirke-Polysaccharide”), dabei entstehen
zum grofiten Teil Essigsdure, Propionsidure sowie Buttersdure (Daniel et al., 1997; James et
al., 2003). Neben dem Kohlenhydratabbau, aber auch insbesondere bei geringen Mengen an
fermentierbaren Kohlenhydraten, kommt es zur bakteriellen Nutzung von Aminosduren.
Infolgedessen entstehen vermehrt die verzweigten Fettsduren iso-Buttersdure und iso-
Valeriansdure. Ein erhohter Anteil dieser verzweigten Fettsduren spricht fiir eine vermehrte
bakterielle Nutzung von Proteinen (Blaut et al., 2007; Lalles et al., 2007). Im Gegensatz dazu
wurde nach Erhohung der Laktosemenge im Futter bei Absetzferkeln verstéarkt n-Buttersdaure
und eine geringere Menge der verzweigte iso-Buttersdure und iso-Valeriansdure gebildet,
wobei durch Zusatz von Inulin, einem Fructo-Oligosaccharid (Fruktan) aus der Gruppe der
Ioslichen sowie leicht fermentierbaren Faserstoffe, der Anteil an gebildeter Propionsdure
anstieg bei gleichzeitiger Minderung von iso-Buttersdure und iso-Valeriansdure (Pierce et al.,
2006). SCFA, insbesondere Butyrat, werden verstérkt in den Kolonepithelzellen metabolisiert
und von diesen als Hauptenergiequelle verwertet. Butyrat besitzt auBerdem eine Vielzahl an
gesundheitsfordernden Wirkungen auf zelluldrer Ebene, so soll es eine Induzierung der
Epithelzelldifferenzierung, eine Verminderung der Proliferationsrate, die Verstirkung der
Epithelbarriere (tight junctions) und die Suppression der Tumorgenese bewirken (James et al.,
2003). Ammoniak entsteht mitunter durch proteolytische Bakterien wie E. coli und stellt
einerseits ein toxisch wirksames Stoffwechselprodukt dar (Dierick et al., 1986), allerdings soll
das aus Ammoniak gebildete Ammonium eine Erhéhung des zelluldren Stoffwechsels in
Verbindung mit einer gesteigerten DNA-Synthese bewirken (Visek, 1972) und eine
entsprechend Differenzierung der Enterozyten stimulieren konnen (siehe Punkt 2.4.2).

2.4.1 Entwicklung der Mikrobiota im GI-Trakt in der Sduge- und Absetzzeit

Vor Eintritt in den Geburtskanal ist der Verdauungstrakt der Ferkel nahezu keimfrei
(Hopwood und Hampson, 2003; Shirkey et al., 2006; Lalles et al., 2007). Direkt nach der
Geburt ist die Hauptquelle fiir oral aufgenommene Keime das Muttertier. Koprophagie und
Kontakt mit verschmutzten Korperbereichen, insbesondere Vagina, Perineum, Haut und
Gesduge stellen bevorzugte Aufnahmewege dar (Sinkovics und Juhdz, 1974; Jensen, 1998;
Konstantinov et al., 2006). Im Magen und Diinndarm dominieren wihrend der Saugezeit
Laktobazillen und Streptokokken, vermutlich, da beide Gruppen an die Fermentation der
Milchinhaltsstoffe adaptiert sind (Sinkovics und Juhdz, 1974; Fuller et al., 1978; Hopwood
und Hampson, 2003). L. fermentum ist der hiufigste Vertreter im Magen der Saugferkel, L.
acidophilus dagegen bei den Absetzferkeln (Fuller et al.,, 1978). Die aus der Digesta des
Ileums von neugeborenen und abgesetzten Ferkeln nachgewiesenen priddominierenden
Gattungen der Laktobazillen sind L. sobrius und L. reuteri (Konstantinov et al., 2000).
Koliforme Keime, Shigella flexneri und L. acidophilus sind zu geringeren Anteilen im
Diinndarm nachweisbar (Konstantinov et al., 2006). In der ersten Woche nach dem Absetzen
sinkt der Gehalt an Laktobazillen und Streptokokken im Diinndarm bei gleichzeitigem
Anstieg koliformer Keime und der Clostridien (Jensen, 1998; Konstantinov et al., 2006). Die
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Mikrobiota des Dickdarms entwickelt sich ebenfalls sehr rasch nach der Geburt (Hopwood
und Hampson, 2003). Thre Komplexitit steigt mit zunehmendem Alter an und wird durch
verschiedene  Faktoren, wie die Zusammenstellung der  Futterration  oder
Umgebungsbedingungen beeinflusst (Hopwood und Hampson, 2003). Eine Woche nach dem
Absetzen konnen hauptsdchlich gramnegative Keime aus der Digesta des Dickdarms
kultiviert werden (Jensen, 1998). Bei adulten Schweinen stellen grampositive obligate
Anaerobier (Streptokokken, Laktobazillen, Eubakterien, Fusobakterien und
Peptostreptokokken) den Hauptteil kommensaler Bakterien dar, gramnegative Bakterien
(Bakteroides und Prevotella) sind nur in geringen Anteilen im Ileum und im Dickdarm zu
isolieren (Leser et al., 2002; Konstantinov et al., 2006).

2.4.2 Einfluss der Mikrobiota auf die Entwicklung der Darmmorphologie und der

darmassoziierten Immunitiit im Diitnndarm

Die Mikrobiota nimmt Einfluss auf die Reifung und Differenzierung des GI-Trakts und des
assoziierten Immunsystems (Kelly und Coutts, 2000; Stokes et al., 2004; Shirkey et al., 2006).
Die Interaktion wurde von Shirkey et al. (2006) an 13 Tage alten keimfrei geborenen Ferkeln
untersucht. In dieser Studie wurde die Kontrollgruppe iiber die gesamte Versuchszeit keimfrei
gehalten, ein Teil der iibrigen Tiere wurde entweder mit Schweinekot (konventionelle Ferkel)
mit L. fermentum bzw. St. epidermidis oder mit einem nicht pathogenen E. coli -Stamm
inokuliert. Die Lidnge der Diinndarmzotten war bei den konventionell behandelten Tieren,
verglichen mit denen der restlichen Gruppen, signifikant geringer, bei gleichzeitigem
Vorliegen von tieferen Krypten und hoheren Anzahl IEL. Die ldngsten Zotten konnten bei den
keimfreien Ferkeln in Kombination mit einer hohen Zahl vakuolisierter Enterozyten und einer
diinnen L. propria nachgewiesen werden. Kiirzere Zotten in Verbindung mit tieferen Krypten,
einer geringeren Anzahl an nicht-vakuolisierten Enterozyten und gesteigerten IL-1B- sowie
IL-6-Expression bei E. coli-infizierten Tieren sprechen fiir einen hoheren Enterozytenumsatz.
Die IEL-Anzahl blieb bei diesen Ferkeln jedoch konstant. Die Linge und das Gewicht des
Diinndarms scheinen ebenso mit der bakteriellen Kolonisation zu korrelieren, sie lagen bei
den konventionell behandelten Ferkeln iiber jenen der iibrigen Gruppen. Es existieren
verschiedene Hypothesen fiir die Erkldrung einer bakteriell induzierten Entwicklung des
Diinndarms, wobei genaue Mechanismen unbekannt sind. So konnte eine intestinale
inflammatorische =~ Antwort auf bestimmte Bakterienarten iiber eine verstirkte
Zytokinausschiittung (Shirkey et al., 2006) ebenso wie die Bildung bakterieller Metaboliten,
z. B. Ammonium und die damit verbundene Erhohung des zelluldren Stoffwechsels mit
gesteigerter DNA-Synthese (Visek, 1972), eine entsprechend Differenzierung der Enterozyten
stimulieren.

2.5 Escherichia coli assoziierte gastrointestinale Erkrankungen beim Absetzferkel

Die héufigsten gastrointestinalen Erkrankungen treten innerhalb der ersten drei Wochen nach
dem Absetzen auf und besitzen meist als Faktorenkrankheiten eine komplexe Pathogenese
(Bilkei, 1996; Waldmann und Wendt, 2004). Jungtiererkrankungen, die vom Darm,
insbesondere vom Diinndarm ihren Ursprung nehmen, fithren héufig zu hohen
wirtschaftlichen Verlusten (Casey und Bosworth, 2009). Die hédufigsten gastrointestinalen
Erkrankungen zur Zeit des Absetzens gleichen sich im klinischen Erscheinungsbild, da sie
alle mit Durchfillen und daraus resultierenden Fliissigkeits- und Elektrolytverlusten
einhergehen. Die sekretorische Diarrhoe ist gekennzeichnet durch die vermehrte Sekretion
von Wasser (Waldmann und Wendt, 2004). Durch das erhohte Fliissigkeitsvolumen werden
vorhandene Riickresorptionskapazititen im Diinn- und Dickdarm iiberschritten. Die
Ausbildung der sekretorischen Diarrhde unterliegt nicht selten einer multifaktoriellen Genese
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und ist hiufig assoziiert mit dem Nachweis pathogener Escherichia coli (E. coli)-Stimme.
Die Pathogenitét resultiert durch das Vorhandensein bestimmter Pathogenitétsfaktoren syn.
Virulenzfaktoren, wie Adhisinen (Fimbrien u.a.) fiir die Anheftung an das Darmepithel und
thermolabilen bzw. thermostabilen Enterotoxinen (Bilkei, 1996; Waldmann und Wendt, 2004;
Nagy und Fekete, 2005; Casey und Bosworth, 2009).

Enteritiden, die primér oder sekundér durch eine Infektion mit pathogenen E. coli-Stimmen
entstehen, werden in der Literatur zur vereinfachten Darstellung dem Krankheitskomplex der
Kolienteritis zugeordnet (Bilkei, 1996; Docic und Bilkei, 2003; Casey und Bosworth, 2009).
Dieser Begriff umfasst auch die beim Absetzferkel hidufig auftretenden klinischen Bilder einer
Kolidiarrhde und Kolienterotoximie. Uberginge zwischen den Erkrankungen koénnen
auftreten und verursachen etwa die Hilfte aller Todesfille bei Saug- und Absetzferkeln
(Bilkei, 1996; Docic und Bilkei, 2003; Waldmann und Wendt, 2004; Fairbrother et al., 2005;
Casey und Bosworth, 2009).

Kolidiarrhoe (Syn. PWD = Postweaning Diarrhoea)

Enterotoxische E. coli-Stamme (ETEC) gelten als Hauptverursacher der PWD (Bilkei, 1996;
Fairbrother et al., 2005; Nagy und Fekete, 2005; Casey und Bosworth, 2009). Hiufig
nachgewiesene Isolate exprimieren ein oder mehr als fiinf verschiedene Adhédsine K88 (F4),
K99 (F5), F41, 987P (F6) und F18 (F107/2134P) sowie hitzelabile (LT1 und LT2) und
hitzestabile (STa und STb) Enterotoxine (Blanco et al., 1997; Nagy und Fekete 1999; 2005).
Das hitzestabile Enterotoxin STa wird zudem in eine humanpathogene (STaH) und
schweinepathogene (STaP) Variante unterteilt (Moseley et al., 1983; Nagy und Fekete, 2005).
Das Enterotoxin STb gilt als das am héufigsten detektierte Enterotoxin bei an Durchfall
erkrankten Saug- und Absetzferkeln (Moon et al., 1986; Blanco et al., 1997), wobei eine
Infektion mit STb positiven E. coli-Stimmen als generelle Ursache einer neonatalen Diarrhoe
umstritten ist (Casey et al., 1998). Beide Enterotoxine verursachen keine Lidsionen an der
Diinndarmschleimhaut, aber durch Hemmung der Fliissigkeitsriickresorption (STb) bzw.
Steigerung der Sekretion (LT) konnen sie eine lebensgefdhrliche Dehydrierung hervorrufen
(Bilkei, 1996; Waldmann und Wendt; 2004, Fairbrother et al., 2005). Belastende Faktoren
zum Absetzzeitpunkt und sekundire virale Infektionen (Rota- und Coronaviren) scheinen das
Krankheitsgeschehen zu begiinstigen bzw. zu modulieren (Bilkei, 1996). Ein hoher
Proteinanteil kann die Entwicklung ETEC bedingter Darmerkrankungen beeinflussen, da
Proteine aufgrund ihres starken S@durebindungsvermdgen eine Absenkung des pH-Wertes
verhindern und somit eine gesteigerte Proliferation sowie anschlieBende Kolonisation
pathogener E. coli-Staimme im Diinndarm erfolgen kann. Des Weiteren konnen sowohl die
Proteinquelle als auch die Darreichungsform die Manifestierung einer Infektion mafBigeblich
beeinflussen (Hopwood und Hampson, 2003). Enteropathogene E. coli-Stimme (EPEC)
konnen bei ungefihr 6 % der PWD Fille isoliert werden (Fairbrother, 1999). Durch den
Besitz des spezifischen Pathogenititsfaktors Intimin, dem sogenannten ,attaching and
effacing” Faktor, filhren EPEC Infektionen zu spezifischen histopathologischen AE
(,,attaching and effacing)-Lisionen der Diinndarmschleimhaut mit Verlust der Mikrovilli.
Die daraus resultierende Abnahme der Resorptionsfldche fiihrt zu starken Durchféllen (Zhu et
al., 1994). Es ist zudem moglich, dass PWD auslésende ETEC Stimme auch das Shigatoxin
(Verotoxin) bilden konnen und insofern auch potenziell eine Kolienterotoxdmie auslosen
konnen (Nagy und Fekete, 1999).

Die Kolienterotoxdamie (Syn. ED = Edema Disease)

Die héufigsten isolierten pathogenen E. coli-Stimme aus an ED erkrankten Tieren bilden das
Adhisin F18 und das Shigatoxin (Stx2e) syn. Verotoxin (Imberechts et al., 1992). Bei der
klassischen Verlaufsform treten sichtbare Odemen an Augenlidern und Nasenriicken in
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Kombination mit ZNS- Symptomen auf. Nur ein Teil der Tiere zeigen charakteristische
Symptome, einige verenden perakut oder zeigen eine unspezifische Storung des
Allgemeinbefindens. Die Toxinwirkung auf die BlutgefiB3e steht dabei im Vordergrund. Bei
der klassischen Verlaufsform treten sichtbare Odeme an Augenlidern und Nasenriicken in
Kombination mit ZNS- Symptomen auf. Durchfille konnen begleitend auftreten oder werden
einige Tage zuvor beobachtet. Die plotzliche verdnderte Futterkomposition zum Zeitpunkt des
Absetzens, insbesondere ein geringer Rohfasergehalt bei  gleichzeitig hohen
Rohproteingehalten, aber auch der Verlust maternaler Antikorper nach dem Absetzen
scheinen den Ausbruch einer klinischen Manifestierung zu fordern (Imberechts et al., 1992;
Bilkei, 1996; Waldmann und Wendt, 2004).
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2.6 Kurzkettige organische Sauren in der Fiitterung von Absetzferkeln

Alle kohlenstoffhaltigen Verbindungen, die Protonen abgeben konnen, gehoren in die Gruppe
der organischen Siduren. Dazu zidhlen Carbonsduren wie Fettsduren und Aminosduren.
Carbonsduren sind organische Verbindungen und tragen eine oder mehrere funktionelle
Gruppen. Je nach Anzahl der Carboxylgruppen unterscheidet man Mono-, Di- und
Tricarbonsduren. Monocarbonsiuren, die vier und mehr C-Atome tragen, werden zur Gruppe
der Fettsduren gezihlt (Lehninger et al., 1994; Rampf und Sammer, 2004).

Allgemeiner Grundbau: R funktionelle Gruppe

Der Rest (R) kann eine gesittigte oder ungesittigte Alkyl- oder Arylgruppe einschlieBen,
diese kann zusitzlich noch substituiert sein (Ketosduren; Aminosauren).

2.6.1 Einteilung, Vorkommen, chemische und physikalische Eigenschaften

Die in der Nahrungs- und Futtermittelindustrie verwendeten kurzkettigen organischen Séuren
sind héufig natiirliche Inhaltsstoffe verschiedener Pflanzen oder Verbindungen, die im
Verdauungstrakt sowie im intermedidren Stoffwechsel gebildet werden und gelten daher als
natiirliche Produkte (Schelhorn, 1951; Lueck, 1980). Im Gegensatz zu den freien Siuren sind
die Salze der organischen Sduren generell geruchlos, besitzen eine geringe Fliichtigkeit und
eine hohere Wasserloslichkeit. Aufgrund dieser vorteilhaften Eigenschaften bedeutet der
Zusatz der Salze, verglichen mit der Zulage der freien Sauren, eine einfachere Handhabung
bei der Futtermittelproduktion (Kirchgessner und Roth, 1988; Partanen und Mroz, 1999).

Chemische und physikalische Eigenschaften

Monocarbonsduren sind bis zur Butansdure (C4) gut wasserloslich. Mit zunehmender
Kettenldnge gewinnt der lipophile Anteil zunehmend an Bedeutung und die Wasserloslichkeit
nimmt deutlich ab. Durch die Substitution zusitzlicher Carboxyl- oder hydrophiler Gruppen
kann die Wasserloslichkeit verbessert werden. Da Carbonsduren als Protonendonatoren
fungieren, vermogen sie vorliegende pH-Werte zu reduzieren. In welchem Umfang dies
gelingt, wird durch die Stirke einer Siure bestimmt. Uber den pKs-Wert wird die Siurestirke
definiert. Je kleiner der pKs-Wert, desto stidrker die Sdure. Entspricht der pH-Wert dem pks-
Wert der Siure, liegen zu gleichen Teilen die dissoziierte (ionisiert) und undissoziierte (nicht-
ionisierte) Form der Sdure vor (Schelhorn, 1951; Fieser und Fieser, 1972; Roth und
Kirchgessner, 1989a). Anhand der verschiedenen pKs-Werte wird deutlich (Tab. 2), dass alle
aufgelisteten kurzkettigen organischen Sduren mittelstarke Séduren sind. Der pKs-Wert der
Sduren sinkt in folgender Reihenfolge: Propionsdure > Essigsdure > Ameisensdure >
Milchsdure > Fumarsdure. Die Salze der organischen Sauren besitzen selbst puffernde
Eigenschaften und vermdégen aufgrund dessen den pH-Wert nur geringfiigig zu senken
(Kirchgessner & Roth, 1988; Roth & Kirchgessner, 1989; a, b). Der prozentuale Anteil der
undissoziierten Form steigt bei geringeren pH-Werten (Schelhorn, 1951; Fieser und Fieser,
1972; Roth und Kirchgessner, 1989 a). In Tabelle 3 wurde am Beispiel von Ameisen- und
Propionsiure die Anderung des undissoziierten Anteils in Abhiingigkeit vom pH-Wert
dargestellt.
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Tabelle 2: Zusammenstellung der chemischen und physikalischen Eigenschaften von KOS,
die in der Fiitterung von Schweinen verwendet werden (Fieser und Fieser, 1972; Roth und
Kirchgessner 1989a)

Sédureart Molekulargewicht  Schmelzpunkt °C pKs
Ameisensdure 48,00 8,4 3,75
Essigsiure 60,05 16,6 4,75
Propionsédure 74,08 -22 4,87
Fumarsiure 116,1 287" 3,0/44
Milchsaure 90,08 18 3,8
Zitronensaure 192,1 153 3,14/5,95/6,39

pKs= negative dekadische Logarithmus des Zahlenwerts der Sdurekonstante; Molekulargewicht = g / mol,
! Fumarsiure besitzt unter Normaldruck keinen Schmelzpunkt, sondern sublimiert ab etwa 287 °C.

Tabelle 3: Prozentualer Anteil der undissoziiert Form ausgewihlter Carbonsduren
in Abhingigkeit vom pH-Wert (Schelhorn, 1951)

Saure Undissoziierter Anteil in %

pH2 pH3 pH4 pHS pHO6 pH7

Ameisensiure 98,0% 83,0% 32,0% 45% 047 % 0,048 %
Propionsiure 99,2 % 99,0% 88,0% 42,0% 6,70 % 0,710 %

2.6.2 Verdauung, Absorption und Intermediirstoffwechsel

Die in der Futtermittelindustrie eingesetzten kurzkettigen organischen Sduren besitzen
tiberwiegend kurze Kohlenstoffketten und konnen aufgrund der guten Wasserloslichkeit
schnell tiber die Darmschleimhaut resorbiert werden (Lueck, 1980). Ameisensdure spielt im
Intermedirstoffwechsel bei der Ubertragung von Methyl-(C-1-) Gruppen eine herausragende
Rolle. Essigsdure ist in Form der aktivierten Essigsdure, Acetyl-CoA, Ausgangstoff fiir
wichtige Metabolisierungsschritte und dient der Energiegewinnung (Lueck, 1980; Lehninger
et al., 1994). Propionsdure wird hauptsdchlich zu Kohlenstoffdioxid und Wasser metabolisiert
bzw. teilweise in Glukose und Glykogen eingebaut (Bissler, 1959). Kohlenhydrate und
Proteine konnen wie im Kapitel 2.4. beschrieben in die Stoffwechselendprodukte Propionat,
Azetat und Butyrat fermentativ abgebaut werden. Azetat dient der Synthese von Fettsduren
bzw. Triglyzeriden in der Leber, im Fettgewebe sowie wihrend der Laktationsphase in der
Milchdriise. Im Pansen der Wiederkduer gebildetes Propionat wird zur Biosynthese von
Laktat genutzt und stellt das wichtigste Ausgangssubstrat fiir die Glukoneogenese beim
Wiederkéduer dar (Kirchgessner et al., 2008). Milchsdure (Laktat) entsteht wéhrend der
anaeroben Glykolyse aus Pyruvat sowie durch Fermentationsprozesse und wird iiber die
Blutbahn auf die verschiedenen Gewebe verteilt. Laktat kann in der Leber zu Pyruvat oder
Glukose metabolisiert werden (Lehninger, 1994; Kirchgessner et al., 2008). Fumarsédure
entsteht als Zwischenprodukt im Zitronensdurezyklus aus Succinat und wird weiter zu Malat
verstoffwechselt (Lehninger et al., 1994).
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2.6.3 Einsatz von KOS in der Fiitterung von Absetzferkeln

Auswirkung kurzkettiger organischer Sduren auf die Pufferkapazitit des Futters und pH-

Werte im vorderen Verdauungstrakt von Absetzferkeln

Die Integritit des Magens stellt eine wichtige Voraussetzung dar, um einen
funktionstiichtigen Verdauungsprozess zu gewihrleisten (Lalles et al., 2007). Eine
ausreichende Salzsdureproduktion bewirkt eine funktionsfihige Motilitét, eine schiitzende
Barrierefunktion wund initiiert Verdauungsprozesse (Lalles et al., 2007). Die
Salzsdureproduktion ist bei Ferkeln bis zur 8. Lebenswoche nicht vollstindig ausgebildet
(Manners, 1976). In der Saugperiode liegen die postprandialen (ein bis drei Stunden nach der
letzten Nahrungsaufnahme) pH-Werte im Magen in einem Bereich von 3,3 bis 3,9. In dieser
Phase wird die Milchsdure (iiber die mikrobielle Fermentation des Milchzuckers) als
hauptsichlicher azidierender Faktor angesehen (Schnabel et al. 1982). Beim Absetzferkel
steigen die postprandialen pH-Werte auf bis zu 5,0 an und sinken erst innerhalb der 9.
Lebenswoche, bedingt durch die zunehmende Salzsdureproduktionskapazitit, wieder auf
Werte unter 4,3 (Schnabel et al. 1982; Kamphues, 1988; Schnabel et al. 1982; Buchheit,
2009). Die Schwankungen wéhrend der Absetzphase konnen mit dem Futterwechsel und einer
hoheren Futtermenge pro Mahlzeit in Verbindung gebracht werden (Schnabel et al, 1982;
Kirchgessner und Roth, 1988). Ein Mangel an Salzsdure bewirkt eine beschleunigte
Magenentleerung, eine verkiirzte Darmpassagezeit, beeintrdchtigt die Verdauungsvorgénge
und wird als wesentliche Ursache fiir Verdauungsstorungen und die damit verbundene
geringere biologische Leistung der Ferkel angesehen (Roth und Kirchgessner, 1989 a, b;
Lesniewska et al., 1998; Boudry et al., 2004; Bligney et al., 2005; Lalles et al., 2007). Eine
unzureichende Durchsduerung des Mageninhalts bedingt auBerdem eine verminderte
hydrolytische Spaltung von Nahrungsproteinen. Eine umfangreiche Proteolyse findet erst bei
Magen-pH-Werten unter 4,0 statt, wobei beim Schwein eine maximale Pepsinaktivitiit in
einem Bereich von pH 1,8-2,8 und 3,5-3,8 nachgewiesen werden konnte (Taylor, 1959). Ein
zu hoher pH-Wert im Magen gilt auBBerdem als Risikofaktor im Sinne einer verminderten
Barrierewirkung gegen exogene Keime (Smith und Jones, 1963; Sangild et al., 2000). Um die
Auswirkungen der bestehenden limitierten Salzsdureproduktion nicht zu verstérken, ist in der
Fiitterung von Absetzferkeln insbesondere auf eine geringe Pufferkapazitit des Futters zu
achten. Die Reduzierung der Nahrungskomponenten mit sdurepuffernden Eigenschaften,
insbesondere des Rohproteins und der Mineralstoffe, stellen wichtige Mallnahmen in der
Rationsgestaltung fiir Absetzferkel dar (Kamphues, 1988; Roth und Kirchgessner, 1989 a, b;
Kirchgessner, 2008). Durch die bereits beschriebene Moglichkeit den pH-Wert zu reduzieren,
ermoglicht die Zulage von kurzkettigen organischen Sduren in der Ration von Absetzferkeln
einerseits die Pufferkapazitit des Futters zu mindern und anderseits den pH-Wert im vorderen
Verdauungstrakt, insbesondere im Magen, abzusenken (Pollmann et al., 1980; Kirchgessner
und Roth, 1988; Roth und Kirchgessner, 1989 a, b; Roth et al., 1993; Radcliff et al., 1998;
Canibe et al., 2005; Kirchgessner, 2008). Letzteres kann die durch den Mangel an Salzsdure
beeintrachtigten Verdauungsvorginge teilweise ausgleichen und gleichzeitig die
Zusammensetzung der Mikrobiota im vorderen GI-Trakt der Ferkel modulieren. Kurzkettige
organische Saduren vermogen insofern die biologische Leistung der Ferkel indirekt zu
beeinflussen (Kirchgessner und Roth, 1988; Roth und Kirchgessner, 1989 a, b; Roth et al.,
1993; Kirchgessner, 2008). Eine Ansduerung des Futters durch kurzkettige organische Sduren
bewirkt zudem eine Erhohung der Lagerstabilitit und Reduzierung der mikrobiellen
Belastung, insbesondere bei Futtermitteln mit einem Feuchtegehalt von iiber 12,5 % (Geary et
al., 1999).

Fumarsdure und Zitronensdure waren in der Vergangenheit die in der Fiitterung von
Schweinen am héufigsten eingesetzten organischen Séduren, allerdings trat Ameisensédure als
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kostengiinstigere Alternative immer stirker in den Vordergrund (Kirchgessner und Roth,
1988; Partanen und Mroz, 1999). Die Supplementierung von Milchsdure wird zudem als
giinstig, unter dem Aspekt der entzogenen Muttermilch, angesehen. Die Milchsédure kann
dabei direkt oder gegebenenfalls durch die Gabe von Milchsdurebakterien (Probiotikum) in
den Verdauungstrakt gelangen (Pollmann et al., 1980).

Einfluss von kurzkettigen organischen Sduren auf die biologische Leistung von Absetzferkeln

Die Wirkung der organischen Sduren wird maBgeblich durch die Art der Sdure und durch die
gewihlte Konzentrationsstufe beeinflusst (Partanen und Mroz, 1999). Bei Absetzferkeln und
Mastschweinen konnte fiir Fumarsdure ein Wirkungsmaximum in Konzentrationen zwischen
1,5 -2 % festgestellt werden, wobei das Konzentrationsoptimum der Zitronensdure mit 4,5 %
deutlich hoher lag (Kirchgessner und Roth, 1975). Bei Absetzferkeln konnte nach Fiitterung
beider Séuren eine leistungssteigernde Wirkung durch eine Verbesserung von
Lebendmassezunahme, Futteraufnahme und Futteraufwand bestitigt werden (Kirchgessner
und Roth, 1975, 1976, 1978 a, b; Giesting und Easter, 1985). Allerdings war teilweise,
vermutlich durch die geringe Schmackhaftigkeit der Sauren, auch ein leichter Riickgang der
Futteraufnahme zu verzeichnen (Thacker et al., 1980; Edmonds et al., 1985; Falkowski und
Aherne, 1984; Giesting und Easter, 1985; Radecki et al., 1988). Die Lebendmassezunahme
lasst sich aufgrund der unterschiedlichen Ergebnisse hinsichtlich der Futteraufnahme nicht
ausschlieBlich iiber eine verbesserte Schmackhaftigkeit erklaren und soll, zumindest nach
Fiitterung mit Ameisen-, Fumar- sowie Buttersdure, im Zusammenhang mit einer Erhohung
der praecaecalen Verdaulichkeit der Néihrstoffe sowie der umsetzbaren Energie stehen
(Kirchgessner und Roth, 1978 b, 1980; Blank et al., 1998; Mroz et al., 2000; Franco et al.,
2005). Einige Untersuchungen verfehlten den Nachweis verdauungsfordernder Effekte und
widersprachen dieser Hypothese (Radecki et al., 1988; Gabert und Sauer, 1995). Die
Proteinquelle sowie der Proteingehalt in der Ration sollen aulerdem die Eigenschaften der
kurzkettigen organischen Sduren hinsichtlich der Nihrstoffverdaulichkeit malgeblich
beeinflussen (Kirchgessner und Roth, 1978 b, 1980; Blank et al., 1998; Mroz et al., 2000). So
konnte der Zusatz von Fumarsdure und Sojakonzentrat als Hauptproteinquelle, verglichen mit
Casein bzw. getrockneter Magermilch als Proteinquelle, hohere tidgliche Zunahmen sowie
eine Verbesserung der Futterverwertung erzielen (Giesting und Easter, 1991; Giesting et al.,
1995). Die Anwendung der Salze der Ameisensdure (Ca- und Na-Formiate) erreichte bei
abgesetzten Ferkeln und Mastschweinen erst durch eine geeignete Kombination mit Fumar-
oder Ameisensdure eine leistungssteigernde Wirkung (Kirchgessner und Roth, 1987a, b). Die
Zugabe der freien Sduren soll dabei eine Potenzierung der Aziditéit bewirken und somit durch
Absenkung des pH-Wertes eine effizientere Proteinverdauung erméglichen (Kirchgessner und
Roth, 1987 a, b). Am Beispiel der Ameisensdure konnte gezeigt werden, dass die
Lebendmasse der Tiere Einfluss auf die Wirkung der Sduren haben kann. So erzielte die
Zugabe von 1,8 % Ameisensdure zu pelletiertem Grundfutter nur bei Schweinen mit
Lebendmassen von 27 bis 99 kg eine signifikante Steigerung der tédglichen Zunahme
(Siljander-Rasi et al., 1998; Canibe et al, 2005).

Antibakterielle Effekte und Beeinflussung der gastrointestinale Mikrobiota durch den Zusatz

von kurzkettigen organischen Sduren

Genaue Mechanismen der antimikrobiellen Wirkung von kurzkettigen organischen Sduren
sind noch nicht eindeutig geklirt. Das Sidureanion wird als wichtiger antimikrobieller Faktor
diskutiert (Roth et al., 1993). In undissoziierter Form sollen die Sduren durch freie Diffusion
in das Bakterienzellinnere gelangen und aufgrund der vorherrschenden alkalischen
Bedingungen dissoziieren. Durch Absenkung des pH-Wertes im Zellinneren erfahren
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wichtige Bakterienenzyme eine irreversible Schidigung, dies kann zur Wachstumshemmung
oder zum Absterben der Bakterien fithren (Schelhorn, 1951; Hunter und Segel, 1972; Lueck,
1980, van Immerseel et al., 2006).

In vitro-Studien konnten durch Bestimmung der Keimzahl und Messung bakterieller
Metaboliten fiir Ameisensdure, Propionsiure, Buttersdure, Milchsdure und Fumarsédure eine
pH-abhingige antibakterielle Wirkung bestitigen (Knarreborg et al., 2002; Chaveerach et al.,
2002; Boyen et al., 2008). Bei pH 3 und 4 war es moglich, durch Zusatz der Séduren eine
signifikante Reduktion koliformer Keime, Laktobazillen und Campylobacter ssp. zu
erreichen, bei pH 5 und 7 dagegen konnte nur die Anzahl der koliformen Keime gemindert
werden (Knarreborg et al., 2002; Chaveerach et al., 2002).

In vivo wurde tiberwiegend eine Kombination aus verschiedenen organischen Sduren dem
Futter und Trinkwasser zugesetzt. Der Erfolg bei der Bekdmpfung von Infektionen mit
pathogenen E. coli-Keimen gestaltete sich unterschiedlich. ETEC-bedingte Durchfille
konnten durch den Einsatz unterschiedlicher organischer Sauren (Propionsdure, Milchséure,
Ameisensiure, Apfelsdure, Zitronensdure, Fumarsiure) erfolgreich kontrolliert werden.
Verglichen mit der Kontrollgruppe konnte die Anzahl der Neuerkrankungen in einem Bestand
signifikant gesenkt und gleichzeitig eine Milderung des Schweregrads der Erkrankung
erreicht werden (Tsiloyannis et al., 2001). Ameisensdure bewirkte eine signifikante Reduktion
der totalen Anaerobieranzahl sowie von Laktobazillen, Enterobakterien und Hefen im
Verdauungskanal von Aufzuchtferkeln (Canibe et al., 2005). Die Fiitterung von 1,2 %
Kaliumdiformat fiihrte zu einer Verminderung koliformer Keime im Duodenum, Jejunum und
Ileum von Mastschweinen (Overland et al., 2000). Durch Reduktion koliformer Bakterien,
insbesondere im mittleren Diinndarm, fiihrte die kombinierte Zulage von Ameisen- und
Milchsdure zu einem giinstigen Verhéltnis zwischen Laktobazillen und koliformen Bakterien
(Franco et al., 2005). Andererseits fithrte die Futter- oder Wasserazidierung durch eine
Mischung aus Fumarsdure, Milchsdure, Propionsdure und Zitronensdure bei abgesetzten
Ferkeln zu keiner verdnderten Anzahl an E. coli-Stammen im Kot (Walsh et al., 2007; Canibe
et al., 2001). Die Zulage von Fumar- oder Zitronensiure hatte aulerdem keinen Einfluss auf
die Gesamtanzahl kultivierter Anaerobier, Laktobazillen oder E. coli-Stimme aus der Digesta
des Magens, Jejunums, Kolons und Ziakums (Risley et al., 1992). Auch die Applikation einer
Mischung aus organischen Séduren (Ameisensdure, Propionsdure, Essigsdure, Sorbinsdure)
iiber das Trinkwasser und Futter 14 Tage vor der Schlachtung bewirkte keine signifikante
Reduktion Salmonellen-positiver Proben bei den Schlachttieruntersuchungen. Dies konnte
durch eine zu kurze Adaptionszeit oder durch Kreuzkontaminationen wihrend des Transports
bzw. innerhalb der verschiedenen Schlachtungsprozesse zu erkldren sein (De Busser et al.,
2009).
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2.7 Mittelkettige Fettsiuren in der Fiitterung von Absetzferkeln

2.7.1 Chemische Struktur und natiirliches Vorkommen

Zu den aus erndhrungsphysiologischer Sicht wichtigen mittelkettigen Fettsduren zidhlen
gesittigte sowie unverzweigte Monocarbonsiduren. Sie besitzen eine gerade Anzahl an
Kohlenstoffatomen, da sie wie fast alle natiirlich vorkommenden Fettsduren aus C2-Einheiten
(Acetyl-CoA) aufgebaut werden. Die Kohlenwasserstoffkette besteht aus sechs bis zehn
Kohlenstoffatomen (Marten et al., 2006; Ooyama et al., 2007). In diese Gruppe gehoren die
Capron- (C6:0, Hexansdure), Capryl- (C8:0, Octansdure) und Caprinsdure (C10:0,
Decansdure). In der Literatur wird hédufig auch Laurinsdure mit 12 Kohlenstoffatomen
(Dodecansédure) in die Gruppe der MKFS eingeordnet (Bach und Babayan, 1982; Kabara et
al, 1972, Traul et al, 2000; Labarthe et al., 2008). Ungerade mittelkettige Fettsduren, wie
Onanthsiure oder Pelargonsiure, spielen lediglich in der Kosmetikindustrie als Duftstoffe
beziehungsweise als itherische Ole eine Rolle.

Fette (Neutralfette; Triglyzeride) sind aus drei unterschiedlichen Fettsduren und Glyzerin
aufgebaut. Die FEigenschaften der Fette werden ganz wesentlich durch ihre Fettsduren
beeinflusst. Natiirlicherweise kommen mittelkettige Fettsduren als Teil von Triglyzeriden
(MK-TG) im Milchfett und bei verschiedenen pflanzlichen Fetten wie Kokos- und
Palmkernsl sowie im Ol der Cuphea-Samen vor (Graham et al., 1981; Dierick et al., 2003;
Marten et al., 2006). Kokosnussol besitzt 3,4-15 % Caprylsédure, 3,2-15 % Caprinsdaure und
41-56 % Laurinsdure. Die prozentuale Zusammensetzung der MKFS im Palmkernol gestaltet
sich nahezu gleich, wobei die C:8- und C:10-Gehalte geringfiigig niedriger sind (Young,
1983). Die Raffinierung von Kokos- und Palmkerndl beinhaltet kostenintensive
Arbeitsschritte (Dierick et al., 2003; Nandi et al., 2005). Das Ol verschiedener Cuphea-Arten
stellt dagegen eine giinstige natiirliche MK-TG-Quelle in der Schweinefiitterung dar (Dierick
et al., 2003). Die Samen der Cuphea-Pflanzen besitzen einen extrem hohen Gehalt an MKFS,
die Zusammensetzung und das Verhiltnis der Séduren variiert stark zwischen den
verschiedenen Arten, der Gehalt an Laurinsdure (C:12) priddominiert jedoch innerhalb der
Cuphea Pflanzen (Graham et al., 1981). Das Ol von Cuphea lancelota und Cuphea ignea
besitzt iiber 80 % Caprinsdaure und nur einen geringen Anteil an Caprylsédure (Dierick et al.,
2003).

Je nach Spezies sind mittelkettige Fettsdauren (MKFS) in unterschiedlichen Konzentrationen
im Milchfett vorhanden. Hohe Konzentrationen enthilt die Milch von Maus, Ratte,
Kaninchen, Ziege, Pferd und Elefant. In Kuh-, Schaf- und der humanen Muttermilch liegen
sie nur in geringem Maf3e vor und sind nahezu nicht nachweisbar in der Milch von Schwein,
Kamel und Meerschweinchen (Witter und Rock, 1970; Decuypere und Dierick, 2003).
Griinde fiir die unterschiedlichen Konzentrationen sind bisher noch nicht eindeutig geklirt
(Decuypere und Dierick, 2003). In der Milchdriise von Ratten soll jedoch die hohe Aktivitét
einer gewebespezifischen Thiosterase (Thiosterase II) dafiir verantwortlich sein. Durch einen
verstirkten Abbau langkettiger Fettsduren durch dieses Enzym sollen vermehrt freie MKFS
generiert werden (Libertini und Smith, 1978).

2.7.2 Chemische und physikalische Eigenschaften

Mittelkettige Fettsduren besitzen, verglichen mit langkettigen gesittigten Fettsduren, einen
niedrigeren Schmelzpunkt und liegen bei Raumtemperatur in fliissiger Form vor. Ein
geringeres Molekulargewicht, bedingt durch eine geringere Linge der lipophilen
Kohlenwasserstoffkette, fithrt zu einer verbesserten Wasserloslichkeit. Bei neutralem pH-
Wert liegen die MKFS iiberwiegend dissoziiert (ionisiert) vor (Greenberger und Skillmann,
1969; Bach und Babayan, 1982; Odle, 1997). In Tabelle 4 sind die wichtigsten chemischen
Eigenschaften der MKFS zusammengefasst.
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Tabelle 4: Chemische Eigenschaften von Capron-, Capryl-, Caprin- und Laurinsédure (Beckett
und Moffat, 1969; Hsiao und Siebert, 1999)

Fettsiure Molekulargewicht Schmelzpunkt pKs

(Da) (°O)
Capronsiure (C6:0) 116,2 3.4 4,88
Caprylséure (C8:0) 1442 16,7 4,89
Caprinsaure (C10:0) 172,3 31,9 4,89
Laurinsaure (C12:0) 200,3 44,0 5,13

pKs= negativer dekadischer Logarithmus des Zahlenwerts der Sdurekonstanten; Molekulargewicht = g / mol

2.7.3 Verdauung, Absorption und Metabolisierung

Aufgrund der unterschiedlichen chemischen und physikalischen Eigenschaften unterscheiden
sich die mittelkettigen Triglyzeride (MK-TG) von langkettigen Triglyzeriden (LK-TG)
hinsichtlich der Verdauung, Absorption und Metabolisierung.

Verdauung und Absorption

Die Hydrolyse mittelkettiger Triglyzeride erfolgt, verglichen mit der von langkettigen
Fettsduren, schneller und in groerem Umfang. Durch die Magenmotorik werden Fette
emulgiert, dadurch vergroflert sich die angreifbare Oberfliche und priduodenale Lipasen
(Zungengrundlipasen und Magenlipasen) konnen bereits im Magen aktiv werden. Sie spalten
MK-TG und LK-TG in Monoglyzeride und spalten bereits im vorderen Verdauungstrakt freie
mittelkettige Fettsduren ab (Greenberger und Skillmann 1969; Odle, 1997). Im Duodenum
erfolgt die Freisetzung mittelkettiger Fettsduren schnell und nahezu vollstindig durch die
Aktivitdt der Pankreaslipase (Ramirez et al., 2001). Der Hauptanteil der mittelkettigen
Fettsduren wird in freier Form passiv iiber die Darmschleimhaut resorbiert, nur ein geringer
Anteil gelangt als Monoglyzeride und iiber das Portalblut (V. portae) zur Leber (Greenberger
und Skilllman, 1969; Bach und Babayan, 1982; Babayan, 1987; Guillot, 1993; Lehninger et
al.,, 1994; Odle, 1997; Carvajal et al., 2000). Unter Einwirkungen von Gallensalzen bzw.
Gallensduren entstehen unter Einbeziehung der Monoglyzeride Mizellen. Aulen besitzen
diese kleinen ,,Tropfchen® hydrophile und im Inneren lipophile Eigenschaften und stellen
somit ein optimales Transportmedium fiir die nur wenig wasserloslichen langkettigen
Fettsduren dar. Durch diese Mizellen erfolgt die Aufnahme langkettiger Fettsduren iiber freie
Diffusion in die Enterozyten. Im Inneren erfolgt eine Reveresterung zu Triglyzeriden. Diese
gelangen iiber wasserlosliche Lipoproteine (Chylomikronen) in die Lymphe und in den
Brustlymphgang (Ductus thoracicus) und erreichen auf diesen Weg die Blutbahn. Nur ein
geringer Teil der freien mittelkettigen Fettsduren wird in diese Chylomikronen aufgenommen
und im Fettgewebe gespeichert oder im Muskelgewebe zur Energiegewinnung genutzt
(Greenberger und Skilllman, 1969; Bach und Babayan, 1982; Babayan, 1987; Odle, 1997).
Bei dem Vorliegen von Pankreas- und Gallengangserkrankungen werden MK-TG zu einem
gewissen Anteil auch intakt durch die Enterozyten aufgenommen, intrazellulidr hydrolytisch
gespalten und iiber das Blut weiter transportiert (Playoust und Isselbacher, 1964; Valdivieso
et al., 1972). Hinweise einer solchen intrazellularen Hydrolyse ergaben sich auch aus
Versuchen an fistulierten Schweinen, wobei sich nach wiederholten Duodenalinfusionen ein
biphasischer Konzentrationsverlauf der freien Fettsduren im Portalblut abzeichnete. Anstiege
der Konzentrationen traten bereits 15 Minuten und erneut 75 bis 95 Minuten nach Infusion
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auf. Der rasch einsetzende Konzentrationspeak ist wahrscheinlich durch die direkte
Resorption freier MKFS zu erkldren, wéahrend die verzogerte Antwort fiir intrazelluldre
hydrolytische Vorgénge spricht (Guillot et al., 1993, 1994).

Metabolisierung

Der Hauptteil der resorbierten freien mittelkettigen Fettsduren wird durch Bindung an
Serumalbumin direkt zur Leber transportiert (Bloch, 1974; Bach und Babayan, 1982; Guillot
et al., 1993, 1994) und iiber die mitochondriale B-Oxidation zur Energiegewinnung genutzt
(Wojtczak und Schonfeld, 1993; Turner et al., 2009). In der Leber ist es den MKFS moglich,
unabhingig von der Carnitin-Palmitoyl-Transferase, die mitochondriale Membran zu
passieren (Sidossis et al., 1996; Rasmussen et al., 2002). Intramitochondrial werden sie durch
die mittelkettige-Acyl-CoA-Synthetase aktiviert und in Gegenwart von Carnitin oxidiert
(Ikeda et al.,, 1985; Van Kempen und Odle, 1993; Lehninger et al., 1994). Die
intramitochondriale ~ B-Oxidation dient der Energiegewinnung und stellt den
Hauptstoffwechselweg der mittelkettigen Fettsduren dar (Bach und Babayan, 1982; Odle,
1997; Traul et al., 2000). Nur ein geringer Anteil unterliegt einer Elongation zu langkettigen
Fettsduren und dient der Resynthese von Triglyzeriden (Sheig und Klatskin 1968; Carnielli et
al., 1994) bzw. wird im Fettgewebe gespeichert (Sarda et al., 1987). Energetische
Untersuchungen an neugeborenen Ferkeln zeigten eine deutlich effizientere energetische
Ausnutzung von MKFS. Verglichen mit den Werten nach der Fiitterung von LK-TG stiegen
die Werte fiir 3-Hydroxybutyrat (BHBA) nach der Gabe von MK-TG deutlich stirker an
(Odle et al.,, 1989). Der Anstieg der BHBA-Konzentrationen ist abhingig von der
Kettenlidnge. Je langer die Kettenldnge der Fettsduren, umso geringer waren die gemessenen
Werte (Odle et al., 1991 a, b). Ergebnisse von in vitro-Untersuchungen an isolierten
Hepatozyten unterstiitzen eine von der Kettenldnge abhingige Metabolisierung, kiirzere
Fettsauren wurden, verglichen mit langkettigen Fettsduren, um 40% schneller zu CO, und
anderen Abbauprodukten (u.a. Ketonkorper) metabolisiert (Odle et al., 1991 a).

2.7.4 Einstufung der Toxizitit von MKFS

MK-TG und MKFS werden von der U.S. Food and Drugs Administration mit der Kategorie
,GRAS* (Generally recognized as safe) als sicher fiir Erndhrungszwecke angesehen. Mittels
zahlreichen Studien wurde bereits eine mogliche orale, parenterale und dermale Toxizitit an
verschiedenen Labortieren und am Menschen untersucht. Die Ergebnisse der heterogenen
Studien belegten einheitlich eine geringe Toxizitdt. Es gab bislang keine Hinweise auf ein
vorhandenes allergenes Potential, allerdings fiihrte die direkte Applikation hoherer Dosen in
die Augen und auf die Haut zu einer schwachen Irritation (Traul et al., 2000).

Bei in vitro-Versuchen konnte nach Zugabe milliomolarer Konzentration von C:6 und C:10
auf Sdugerzellkulturen (HeLa-Zellen, humane Fibroblasten und murine Neuroblastomazellen)
strukturelle Verdnderungen und ein Wachstumsstillstand dieser Zellen beobachtet werden
(Sheu et al., 1975). Die Ergebnisse der in vitro-Untersuchungen sind zur Charakterisierung
moglicher toxischer Effekte bedeutsam, allerdings muss dabei beachtet werden, dass diese
Modelle nicht ohne Weiteres auf in vivo-Toxizitdt schlieBen lassen, da mdogliche negative
Effekte durch das komplexe Zusammenspiel von physiologischen Faktoren wie Serum-,
Chymus- und Muzinqualitédt neutralisiert werden konnen (Kanai und Kondo, 1979; Traul et
al., 2000).
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2.7.5 MKFS als Energiequelle und Auswirkung auf die biologische Leistung von
Absetzferkeln

MKFS werden in der Humanmedizin bei Erkrankungen wie Lipidabsorptionsstorungen,
Malabsorptionszustdnden, Pankreasinsuffizienz, Gallenblasenerkrankungen (Cystitis fibrosis),
Gastroenteritiden, Diabetes mellitus sowie als Energiequelle bei der parenteralen Erndhrung
frithgeborener Sduglinge eingesetzt (Borum, 1992; Heird et al., 1992; Odle, 1997; Traul et al.,
2000). MKEFS stellen fiir den Organismus eine schnell verfiigbare Energiequelle dar und
konnen daher insbesondere in der Jungtiererndhrung zur Verbesserung der Energieversorgung
eingesetzt werden, da bei jungen Ferkeln, wie bei Sduglingen, eine sehr hohe postnatale
Oxidationskapazitit fiir diese Fettsduren nachgewiesen werden konnte (Van Kempen und
Odle, 1993; Odle et al., 1994; Heo et al.,, 2002). In der Schweinefiitterung sind die
energieliefernden Eigenschaften der MK-TG ebenfalls von hohem Interesse. Die
Supplementierung von 10 % MK-TG in der Ration von Sauen in der spiten Gestations- und
frithen Laktationsphase fiihrte zwar zu keinen Unterschieden bei den Geburtsgewichten sowie
der Anzahl lebender Ferkel pro Sau, aber drei Tage nach der Geburt und iiber das Absetzen
hinaus konnte eine Steigerung der Uberlebensrate der Ferkel erzielt werden, insbesondere bei
Tieren mit einem Geburtsgewicht von unter 900 g (Azain, 1993). Dieses Phinomen konnte
allerdings nicht mit der Aufnahme von Sauenmilch in Zusammenhang gebracht werden, da
die gezielte Zufiitterung von MKFS keinen Einfluss auf die Zusammensetzung des Milchfetts
hatte (Azain, 1993). Die erhohten Blutglukosewerte am Tag der Geburt deuteten eher auf
einen pridnatalen Effekt der MKFS hin, wobei sich die Verbesserung des Energiestatus
wahrscheinlich auch positiv auf das Uberleben der Ferkel auswirken konnte (Newcomb et al.,
1991; Azain, 1993).

Die kombinierte Gabe von MK-TG mit verschiedenen Lipasen fiihrte bei Absetzferkeln zu
einer Erhohung der tdglichen Korpermassenzunahme um 10% und zu einer Absenkung des
Futteraufwandes um 3% (Dierick et al., 2002 b). Bei der Uberpriifung verschiedener
Fettquellen (MK-TG, Sojadl und tierisches Fett) auf die Lebendmassezunahme und
Futteraufnahme wurde zusitzlich deutlich, dass die Fiitterung von MK-TG innerhalb der
ersten 14 Tage nach dem Absetzen die Lebendmasseszunahme steigern und den
Futteraufwand verbessern konnte (Dove et al., 1993). Bei der Untersuchung zum Einsatz
freier und gecoateter mittelkettiger Fettsauren in der Fiitterung von Absetzferkeln konnte
jedoch keine signifikante Beeinflussung der biologischen Leistung festgestellt werden.
Tendenziell lag die Futteraufnahme, insbesondere bei der Verwendung der gecoateten
Fettsduren, iiber der Kontrollgruppe (Buchheit, 2009). Aufgrund des intensiven ziegenartigen
Eigengeruchs unveresterter Fettsduren fiihrt der Einsatz freier mittelkettiger Fettsduren hiufig
zu einer verringerten Futteraufnahme (Odle et al., 1991 a, b; Decupyere und Dierick, 2003).
Der Zusatz von Aromastoffen sowie das Coating konnten eine bessere freiwillige Aufnahme
dieser Produkte bewirken (Buchheit, 2009).

2.7.6 Einfluss von MKFS auf die Morphologic und das lokale darmassoziierte

Immunsystem im Diilnndarm

MKEFS konnen auch direkt von den Enterozyten zur Energiegewinnung genutzt werden und
wirken sich insofern indirekt auf die Funktionalitit des Darmgewebes bei Absetzferkeln aus
(Guillot et al., 1993; Greenberger et al., 1965). Die mit dem Absetzen assoziierten
Veridnderungen der Morphologie, Physiologie und lokalen Immunitit wurde bereits unter
Punkt 2.2.2 bzw. Punkt 2.3.2 ausfiihrlich beschrieben. Untersuchung zum Einfluss MKFS auf
diese Parameter beim Absetzferkel sind jedoch nur in geringer Zahl vorhanden.

Die Fiitterung von MK-TG =zeigte bei Ratten eine positive Beeinflussung der
Darmmorphologie und -physiologie und zwar durch die Erhdhung der Mukosamasse mit
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einem erhohten Phospholipid/Proteinverhiltnis in den jejunalen Mikrovilli, ldngeren
Diinndarmzotten in Verbindung mit einer geringeren Kryptentiefe sowie einer gesteigerten
Aktivitit membrangebundener Enzyme (Takase und Goda 1990; Galluser et al., 1993).
Ahnliches wurde auch beim Einsatz MKFS durch Zusatz von Cuphea-Samen (C. lancelota
und C. ignea) und Lipase in der Schweinefiitterung beobachtet. Die Ferkel dieser
Fiitterungsgruppe wiesen acht Tage nach dem Absetzen eine signifikante Steigerung der
Zottenldnge im distalen Bereich des Diinndarms auf, gepaart mit einer geringeren
Kryptentiefe entlang des gesamten Diinndarms und einem gréBeren Verhiltnis von
Villuslidnge/Kryptentiefe in beiden Abschnitten sowie einer signifikant geringeren Anzahl an
IEL im proximalen Diinndarm (Dierick et al., 2003). Eine verringerte Anzahl an IEL konnte
eine verminderte Apoptoserate widerspiegeln und mit den lidngeren Zotten sowie der
Verringerung der Kryptentiefe in Zusammenhang stehen (Dierick et al., 2003). Zur
Beeinflussung des darmassoziierten Immunsystems liegen bisher wenige Ergebnisse vor.
MKEFS sind generell in der Lage an den auf der Oberflache von Monozyten und Makrophagen
exprimierten G-Protein-gekoppelten Rezeptor GPR84 zu binden. Diese Bindung fiihrt zur
gesteigerten Produktion von IL-12, einem wichtigen Zytokin fiir die Aktivierung
zytotoxischer T-Zellen und Natiirlichen Killerzellen (Wang et al., 2006). In vitro-Versuche an
humanen Kolonzellen (Caco-2-Zelllinie) zeigten eine stimulierende Wirkung auf die
Expression von IL-8 durch Caprinsiure (Tanaka et al., 2001), wihrend Caprylsdure und MK-
TG in vitro eine hemmende Wirkung auf dieses Zytokin ausiibte (Hoshimoto et al., 2002). Bei
Ratten, die iiber eine Magensonde MK-TG erhielten, wurde am Diinndarm nach einer
Lipopolysaccharid (LPS)-Injektion ein signifikanter Anstieg der Expression von Interleukin
IL-6 und eine darauf folgende Immunglobulin (Ig) A-Sekretion festgestellt (Kono et al.,
2004). Die IgA-Sekretion und die Modulation der Zytokinausschiittung nach LPS-Injektion
konnte eine positive Wirkung auf die Darmgesundheit anzeigen, da IgA insbesondere fiir den
lokalen Schutz der Schleimhéute verantwortlich ist.

2.7.7 Einfluss von MKFS auf die gastrointestinale Mikrobiota bei Absetzferkeln

Antibakterielle Wirkmechanismen von MKFS

Aufgrund ihrer antibakteriellen Wirkung wurden MKFS beispielsweise zur Konservierung
von Futtermitteln, speziell in Silage (Woolford, 1975), in Lebensmitteln und in
pharmazeutischen Produkten (Freese et al., 1973; Ostling und Lindgren, 1993) eingesetzt.
Viele in vitro-Untersuchungen belegen, dass mittelkettige Fettsduren und ihre Monoglyzeride
pathogene Bakterien inaktivieren konnen.

In den friihen 70er Jahren betrachtete man Fettsduren {iberwiegend als anionische
Oberflichenwirkstoffe, die aufgrund dieser Eigenschaft antibakterielle Effekte erzielen
konnten (Kabara et al., 1972). Eine Membrandestabilisierung durch die Einlagerung von
MKEFS in die Zellwand und Zytoplasmamembran der Bakterien sowie die Hemmung
mikrobieller Lipasen, die zur Kolonisation der Haut und intestinalen Mukosa benotigt
werden, konnen weitere mogliche Wirkmechanismen darstellen (Isaacs et al., 1995; Bergsson
et al., 1998, 2002). Die Aktivierung autolytischer Enzyme soll aulerdem bei einer wirksamen
Abwehr von Pathogenen eine Rolle spielen (Tsuchido et al., 1985). In vitro-Untersuchungen
konnten eine negative Korrelation zwischen einem steigendem pH-Wert und der Wirksamkeit
der MKFS aufzeigen, so dass die antibakterielle Wirkung moglicherweise auch in vivo vom
Dissoziationsgrad der Fettsduren abhéngig ist. Der undissoziierten Form wird generell eine
starkere Wirkung zugesprochen (Hsiao und Siebert, 1999; Sun et al., 2002). Die Aufnahme
der undissoziierten Fettsduren in die Bakterienzelle soll zytotoxische Effekte zur Folge haben.
In der Zelle sollen MKFS, gleich den kurzkettigen organischen Sduren, im alkalischen
Zytoplasma in Protonen und Anionen dissoziieren und eine pH-Wert-Absenkung bewirken.
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Infolge dessen werden zytoplasmatische Enzyme inaktiviert, was zum Absterben der
Bakterienzelle fiihrt (Freese et al., 1973; Hsiao und Siebert, 1999). Der pH-Wert des
umgebenden Milieus kann insofern die Wirksamkeit von MKFS entscheidend beeinflussen
(Eklund, 1983; Hsiao und Siebert, 1999; Sun et al., 2002). Bei neutralen pH-Werten liegen
MKES iiberwiegend in dissoziierter Form vor, erst bei pH-Werten zwischen 3 und 6 kann das
Gleichgewicht zugunsten der undissoziierten Form verschoben werden und moglicherweise
eine hohere antibakterielle Wirkung bedingen (Bach und Babayan, 1982; Greenberger und
Skillmann, 1969; Odle et al., 1997; Dierick et al., 2002 a).

In vitro- und in vivo-Untersuchungen zum Einfluss von MKFS auf die Mikrobiota beim

Absetzferkel

Die Entwicklung der Mikrobiota und ihre Bedeutung fiir die abgesetzten Ferkel wurde bereits
unter Punkt 2.4.1 bzw. 2.4.2 ausfiihrlich erortert.

In vitro zeigte aus dem Magen gesidugter Kaninchen isoliertes Milchfett eine antibakterielle
Wirkung. Das Milchfett hatte dabei eine stirkere inhibitorische Wirkung gegeniiber
Staphylococcus aureus, Lactobacillus acidophilus und Clostridium perfringens, verglichen
mit Escherichia coli und Streptococcus faecalis. Die in der Milch enthaltenden mittelkettigen
Fettsdauren Capryl- und Caprinsdure zeigten die stirkste Aktivitit (Canas-Rodriguez und
Smith, 1966). Es folgten weitere in vitro-Studien, um die potenzielle antibakterielle Wirkung
verschiedener mittelkettiger Fettsduren zu untersuchen. Die Kombination von Capryl- und
Caprinsdure konnte unter Simulierung gastraler Bedingungen in vitro beim Erreichen einer
Konzentration von 0,35 g MKFS/100 g Medium (25 mM) bzw. 0,45g/100 g frische
Digesta eine signifikante (> 10 fache) Reduktion der anaeroben und koliformer Keime
bewirken, Konzentrationen unterhalb dieser Grenze wurden als unwirksam eingestuft (Dierick
et al., 2002 a, b). Die Hemmung koliformer Keime und von Salmonella Typhimurium konnte
auch an einem porzinen permanenten Zellkulturmodell, unter Simulierung der im Zikum
vorherrschenden Verhiltnisse, erfolgreich getestet werden. Allerdings konnten diese Daten in
vivo nicht reproduziert werden (Messens et al., 2010). Die in vitro bendtigte minimale
Hemmkonzentration (MHK), um E. coli und Salmonella spp. zu inhibieren, lag fiir
Caprinsdure bei 0,5 mM (Sprong et al., 2001) bzw. fiir Caprylsdure bei 12 mM (Hsiao und
Siebert, 1999). Die Erhohung des pH-Wertes bedingte in vitro eine Verdnderung der
minimalen Hemmkonzentration (MHK) von MKFS gegeniiber Salmonella Typhimurium. Bei
pH-5,0 befand sich die MHK der Séauren bei 20 mM, die Anhebung des pH-Wertes auf 6,0
bedingte den Anstieg der MHK auf iiber 40 mM (Boyen et al., 2008).

In vivo wurde die Auswirkung von Natrium-Caprat auf die ileale Mukosa von Ratten von Cox
et al. (2008) untersucht. Dabei konnte festgestellt werden, dass das Salz der Fettsdure eine
Adhision und nachfolgende Invasion von Salmonella Typhimurium in die Schleimhaut
verhindern konnte. Ergebnisse dieser Untersuchung zeigten auf, dass die bakterizide Wirkung
der Fettsdure gegeniiber Salmonella Typhimurium Konzentrationsabhidngig ist. So konnte
eine signifikante Reduktion bei einer Konzentration von 30 mM Na-Caprat erzielt werden.
Nach einer gleichzeitigen oralen Applikation von Monocaprin (2,5 mg/ml) und Vibrio
cholerae an Méuse konnte im Ileum und Zidkum dieser Erreger in der Versuchsgruppe nicht
mehr nachgewiesen werden. Dies konnte eine prophylaktische Indikation bestitigen, da es
moglich erscheint, eine Kolonisation pathogener Erreger durch MKFS zu verhindern
(Petschow et al., 1998). Auch beim Nutzgefliigel wurden MKFS hinsichtlich antibakterieller
Effekte iiberpriift. Durch Campylobacter jejuni induzierte Gastroenteritiden stellen weltweit
gefdhrliche Zoonoseerkrankungen beim Menschen dar. Infiziertes Gefliigelfleisch wird als
Hauptinfektionsquelle gesehen. Um die Campylobacter-Infektionen in Gefliigelbetrieben zu
minimieren, wurde Monocaprin mit dem Futter oder iiber das Trinkwasser eingesetzt
(Hilmarsson et al., 2006). Die Zugabe von 2,5 mM (0,06 %) Monocaprin als Emulsion in das
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Trinkewasser fiihrte zu einer Reduktion der Erregermengen in Wasser- und
Schlachttieruntersuchungen bis unter die Nachweisgrenze (Hilmarsson et al., 2006). Die
Zulage MK-TG in Kombination mit Lipasen ermdglichte bei Absetzferkeln eine signifikante
Reduktion der anaeroben Gesamtkeimzahl, Laktobazillen und E. coli. in der Digesta von
Magen und Duodenum (Dierick et al 2002 b). Die Fiitterung von Cuphea-Samen (C.
lancelotta und C. ignea) und Lipase bei Absetzferkeln fiihrte zu einer tendenziellen
Reduktion der Gesamtkeimzahl koliformer Keime im proximalen Diinndarm bzw. Erhohung
im Magen und distalen Diinndarm. Die Gesamtkeimzahl der Streptokokken wiederum war im
gesamten Diinndarm signifikant geringer, jene der Laktobazillen lediglich im distalen
Abschnitt des Diinndarms (Dierick et al., 2003). Der simultane Zusatz von gecoateter
Buttersidure und Caprylsdure im Futter (3,1 g/kg) abgesetzter Ferkel fiihrte nach der gezielten
Infektion mit Salmonella Typhimurium (7x10" KbE) zu einer geringeren fikalen
Ausscheidung des Erregers bei gleichzeitiger Hemmung der intestinalen Kolonisation (Boyen
et al., 2008). In der Studie von Buchheit (2009) iiber den Einfluss von MKFS in der Fiitterung
von Absetzferkeln lag im distalen Jejunum die Konzentration koliformer Bakterien in den
Versuchsgruppen mit Capryl- und Caprinsédure signifikant tiber der Kontrollgruppe. Aus der
Digesta des Zdkums von Absetzferkeln konnten nach Zusatz von MKFS zum Futter weder fiir
Caprylsédure noch fiir Caprinsdure antibakteriell wirkende Konzentrationen detektiert werden
(Buchheit, 2009).

2.8 Fragestellung und Versuchsziel

Die Zeit nach dem Absetzen stellt fiir Ferkel eine kritische Phase dar. Die Tiere sind in dieser
Zeit zahlreichen Belastungsfaktoren ausgesetzt. Gastrointestinale Erkrankungen in
Verbindung mit einer geringeren biologischen Leistung zu Beginn der Aufzuchtphase fithren
zu gravierenden okonomischen Verlusten in der Schweinehaltung. Dieses Problem wurde in
der Vergangenheit in gewissem Umfang durch den Einsatz von Futterzusatzstoffen mit
antibiotischer Wirkung maskiert. Durch das seit 2006 existierende Verbot ergibt sich die
Notwendigkeit Alternativen zu entwickeln, um die tiergesundheitliche und 6konomische
Situation in der Ferkelproduktion zu verbessern. Die in der Literaturiibersicht aufgefiihrten
Studien zeigen, dass MKFS aufgrund ihrer trophischen und antimikrobiellen Wirkung im
vorderen Verdauungstrakt, Effekte auf die Nihrstoffverdaulichkeit, die Mikrobiota sowie die
intraepithelialen Lymphozyten haben konnen. In vivo-Untersuchungen bei Absetzferkeln sind
einerseits aufgrund der anhaltenden Suche nach Alternativen zu antibiotischen
Leistungsforderer als auch aufgrund der viel versprechenden Hinweise aus der Literatur
sinnvoll und notwendig. Die vorliegende Studie zielte demnach auf die Beantwortung
folgender Fragen:

1. Ermoglicht die zusitzliche Supplementierung von kurzkettigen organischen Séuren
eine Ansduerung des vorderen Verdauungstraktes und bedingt diese eine stirkere
antibakterielle Wirkung der MKFS bei Absetzferkeln?

2. Beeinflussen MKFS und/oder kurzkettige organische Sduren die Lénge der
Darmzotten bzw. die Tiefe der Darmkrypten im Diinndarm von Absetzferkeln?

3. Welche modulierenden Effekte besitzen MKFS und/oder kurzkettige organische

Sauren auf die Besiedlung des Diinndarms durch intraepithelialer Lymphozyten von
Absetzferkeln?
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3. Material und Methoden

3.1 Versuchstiere

Fiir die Untersuchungen wurden insgesamt 96 abgesetzte, minnliche, kastrierte Ferkel
(EUROC x Piétrain) (Schweinehaltung Rodigsdorf GmbH, 99510 Apolda) eingesetzt. Die
Ferkel waren beim Absetzen durchschnittlich 25 + 1 Tage alt. Der Versuch erfolgte in drei
aufeinander folgenden, konsekutiven Versuchsreihen. In jeder Versuchsreihe wurden 32
Ferkel randomisiert auf vier Gruppen verteilt.

3.2 Haltung

Die Haltung erfolgte am Institut fiir Tiererndhrung der Freien Universitdat Berlin, in zwei
gleich strukturierten Stallrdumen in Flatdeckabteilen. In allen Versuchsgruppen wurden zwei
Ferkel in einer Bucht zusammengehalten, diese wurden als eine Versuchseinheit angesehen.
Bei jedem Versuchsdurchgang betrug beim Einstallen die Raumtemperatur 28 °C und wurde
anschlieBend stufenweise auf 25 °C abgesenkt. Die Luftfeuchte betrug 65 % und ein
Lichtprogramm gewihrleistete eine 16stiindige Licht- und eine 8stiindige Dunkelphase. Den
Tieren stand zu jeder Zeit frisches Wasser iiber Nippeltranken zur Verfiigung. Die Fiitterung
erfolgte generell in den ersten drei Wochen ad [libitum. Um die Tiere fiir die Sektionstage
vorzubereiten, wurde in der vierten Woche restriktiv gefiittert, wobei 300 g Futter pro Tier
und Mahlzeit vorgelegt wurde (6, 12 und 17 Uhr). Es wurden Plastikbille als Spielzeug
angeboten.

3.3 Versuchsfutter und Fiitterung

Das Futter aller Versuchsgruppen (Tabelle 5 und 6) wurde durch die Firma Vitamex
(Drongen, Belgien) hergestellt, wobei die Didten einheitlich aus einer Grundmischung
entstammten. Allen Mischungen wurde in der letzten Fiitterungsphase iiber acht Tage
auBlerdem 0,3 % Chromoxid (Chromium(IIll)oxide (50 um, > 98 %), Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Deutschland) zugesetzt, das als Marker fiir die Verdaulichkeitsanalyse genutzt wurde.
Die Futtermischungen wurden den Ferkeln in trockener und geschroteter Form vorgelegt. Die
Kontrollgruppe erhielt ein Ferkelaufzuchtfutter nach Empfehlungen der GfE (2006). Der
Versuchsfuttermischung der Gruppe KOS (kurzkettige organische Sduren) wurde 1,05 %
eines Produktes bestehend aus Fumar- und Milchsdure zugesetzt. Das Gesamtprodukt enthielt
71 % KOS (56 % Fumarsidure und 44 % Milchsdure) sowie 29 % Siliciumdioxid (SiO,) als
Triagerstoff. Der Versuchsgruppe KOS und MKFS (mittelkettige Fettsduren) wurde zusitzlich
0,3 % eines Produkts, welches Caprylsdure (C8:0) und Caprinsdure (C10:0) enthielt,
beigefiigt. Das Gesamtprodukt enthielt je 25 % Capryl- bzw. Caprinsdure und 50 % (SiO,).
Die Ferkel der Versuchsgruppe MKEFS erhielten ebenfalls 0,3 % Capryl- und Caprinséure,
dieser Futtermischung wurde auflerdem 0,05 % eines rohfaserhaltigen Produkts zugesetzt,
wobei davon ausgegangen wird, dass dieses aufgrund der geringen Konzentration keinen
Einfluss auf die erfassten Parameter hat. Die Zulage der einzelnen Futtermittelzusatzstoffe
erfolgte im Austausch mit Mais, um die durch die Zulage hervorgerufenen energetischen
Unterschiede auszugleichen.
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Tabelle 5: Ubersicht iiber die verschiedenen Versuchsgruppen und Diiiten

Gruppen Rationen

Kontrollgruppe Basisdiét fiir Absetzferkel ohne Zulage

Gruppe MKFS Basisdiit fiir Absetzferkel mit 0,3 % mittelkettigen Fettsduren
(MKFS)'

Gruppe KOS Basisdiit fiir Absetzferkel mit 1,05 % kurzkettigen organischen
Siuren (KOS)?

Gruppe MKFS+KOS | Basisdiit fiir Absetzferkel mit 0,3 % MKFS und 1,05 % KOS

" Das Produkt enthielt je 25 % Capryl- und Caprinsiure und 50 % Siliciumdioxid (SiO,);
? das Produkt enthielt 71 % organische Siuren (Mischung aus 44 % Milchsiure und 56 % Fumarsiure) und 29 %
Si0,
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Tabelle 6: Zusammensetzung der Inhaltsstoffe der Grundfuttermischung und
Futterzusatzstoffe aller Ferkel nach Angaben des Herstellers (Vitamex, Belgien)

Inhaltsstoffe Gruppe
g/kg Kontrolle MKEFS KOS KOS +
MKEFS
Mais 171,1 167,6 160,6 157,6
Weizen 147,0 147,0 147,0 147,0
Gerste 344.9 3449 3449 3449
Sojaextraktionsschrot 222.5 222.5 222.5 2225
Kartoffeleiweil3 5,2 5,2 5,2 5,2
Molke 52,7 52,7 52,7 52,7
Sojadl 14,2 14,2 14,2 14,2
Kalziumkarbonat 10,6 10,6 10,6 10,6
Monokalziumphosphat 5,5 5,5 5,5 5,5
Natriumchlorid 4,7 4,7 4.7 4.7
L-Lysin-HCl 5,5 5.5 5.5 5.5
Methionin 2,2 2,2 2,2 2,2
Threonin 2.4 2.4 2.4 2.4
Tryptophan 0,7 0,7 0,7 0,7
Enzymvormischung1 0,6 0,6 0,6 0,6
Mineralstoff- und Vitamin 10,2 10,2 10,2 10,2
Primix*
Mittelkettige Fettsiure® - 3,0 - 3,0
Organische Siuren® - - 10,5 10,5
Rohfaserhaltiges Produkt - 0,5 - -

OS = organische Sduren (Fumar- und Milchsiure); MKFS = mittelkettige Fettsauren (Capryl- und Caprinséure);
"Enzyme je kg Vormischung: 16667 FBG EC 3.2.1.6, 4166667 BGU EC 3.2.1.4., 333333 FXU EC 3.2.1.8.,
1250000 FYT EC 3.1.26.; *Zusatzstoffe je kg Futtermittel: 120 mg Eisen, 156 mg Kupfer, 98 mg Zink, 78 mg
Mangan, 0,34 mg Selen, 0,95 mg lod, 15014 LE. Vitamin A, 2022 L.E. Vitamin D, 98 mg Vitamin E, 1,6 mg
Vitamin K3, 1,5 mg Vitamin B1, 5,4 mg Vitamin B2, 2,9 mg Vitamin B6, 43 ug Vitamin B12, 18 mg
Nikotinsidure, 38 mg Ethoxyquin,76 mg BHT,; *beinhaltet je kg Futter: 0,75 g Capryl (C:8)- und 0,75 g
Caprinsiure (C:10); *beinhaltet pro kg Futter: 4,16 g Fumarsiure und 3,28 g Milchsiure
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3.4 Versuchsdurchfiihrung

Unmittelbar vor dem Einstallen wurden die Tiere gewogen und randomisiert auf vier Gruppen
aufgeteilt. Alle drei Tage erfolgte eine Gesundheitsbewertung anhand eines
Bewertungsschemas nach Buchheit (2009) (Anhang, Tab. 43) sowie eine wochentliche
Erhebung der Futteraufnahme und Lebendmasse. Die gesamte Versuchsphase erstreckte sich
einheitlich iiber 28 Tage. Am 28., 29., und 30. Versuchstag eines jeden Versuchsdurchganges
wurde je ein Ferkel pro Gruppe randomisiert ausgewihlt und euthanasiert (insgesamt neun
Tiere pro Gruppe). Vor dem Tag der Probenentnahme erfolgte die letzte Fiitterung um 17
Uhr. Die morgendliche Fiitterung am jeweiligen Tag wurde so organisiert, dass die
Zeitspanne vom Zugang zum Futter bis zur Probengewinnung fiir jedes Ferkel ca. drei
Stunden betrug. Durch diese Vorgehensweise sollte sowohl eine moglichst starke Fiillung des
Gastrointestinaltrakts, als auch die Vergleichbarkeit der Digestaparameter zwischen den
Gruppen und Tieren erreicht werden.

3.5 Sektionsgang und Probengewinnung

Die Ferkel wurden mit Ketaminhydrochlorid (Ursotamin®, 10%ig; Serumwerk Bernburg AG,
Deutschland) und Azaperon (Stresnil®, Jansen-Cilag, Neuss, Deutschland) intramuskulir
(0,2ml / 0,1 ml pro kg KM) sediert und anschlieBend durch die intrakardiale Applikation
eines Kombinationspriparates bestehend aus Tetracainhydrochlorid, Mebezoniumiodid und
Embutramid ( T61°, Intervet, Deutschland) euthanasiert. Unverziiglich danach wurde der
Bauchraum durch einen Schnitt in der Linea alba erdffnet. Fiir die Erstellung histologischer
Schnitte wurden in situ zwei ca. 5 cm lange Gewebeproben (ohne Peyersche Platten) aus dem
mittleren Jejunum entnommen. Die Darmstiicke wurden antimesenterial aufgeschnitten und
auf Kork gespannt, vorsichtig mit warmer PBS Losung gespiilt, um sie von Digesta zu
sdubern und mit der Schleimhautoberfliche auf die Fixierungsmedien {iberfiihrt. Aus
benachbarten Abschnitt des mittleren Jejunums (ohne Peyersche Platten) wurde au3erdem fiir
die durchflusszytometrischen Analysen ein mind. 20 cm langes Darmstiick entnommen. Der
Magen sowie das restliche Darmkonvolut wurden anschlieBend exenteriert und fiir die
Entnahme der Digestaproben vorbereitet. Aus dem Magen wurden aus drei verschiedenen
Inzisionsstellen (Cardia-, Fundus- und Pylorusbereich) sowie aus einer homogenisierten
Sammelprobe Digesta gewonnen. Sofern geniigend Darminhalt vorhanden war, wurde aus
dem Duodenum im Bereich der Pars cranialis, Pars descendens und Pars ascendens sowie aus
dem mittleren Jejunum, Ileum, Kolon (Colon ascendens) und Rektum Inhalt entnommen. Um
eine ausreichende Digestamenge zur Bestimmung der praecaecalen Verdaulichkeit zu
gewinnen, wurde der Inhalt des Ileums und distalen Jejunums vereint, sodass insgesamt zwei
Meter des distalen Diinndarms fiir die Verdaulichkeitsanalysen herangezogen wurden.
Rektuminhalt zur Auswertung der Gesamtverdaulichkeit wurde jeweils im zweiten und dritten
Versuchsdurchgang entnommen. Fiir die anschlieBende pH-Wertmessung wurden die Magen-
und Darminhalte in 15 ml PlastikgefdBe (Greiner Bio One, Frickhausen, Deutschland)
tiberfithrt. Die verbliebene Menge wurde in 50 ml Greinerrhrchen (Greiner Bio One,
Frickhausen, Deutschland) verbracht und bei -80° C bis zur weiteren Analytik gelagert.
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An den folgenden Stellen wurden Gewebe bzw. Digesta entnommen (Abb. 1):

1. Magen Cardia (M 1), Magen Fundus (M2), Magen Pylorus (M3)

2. Duodenum pars cranialis (D1), zwischen Pylorus und Flexura duodeni cranialis

3. Duodenum pars descendens (D2), distal der Flexura duodeni cranialis

4. Duodenum pars ascendens (D3), distal der Flexura duodeni caudalis / Pars transversa
5 Jejunum (J), aus der Mitte

6 Ileum (IL), distale Halfte

7 Colon ascendens (C), unmittelbar distal des Zikums

8 Rektum (R), distal des Colon descendens

M1 M2

Abbildung 1: Entnahmestellen der Gewebe- und Digestaproben
(Foto: mit der freundlichen Genehmigung von Jens Otvos)
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3.6 Futtermitteluntersuchungen

Die Rohnidhrstoffgehalte der Futtermischungen wurden nach den Standardmethoden der
Weender-Analyse entsprechend der Empfehlungen der VDLUFA, Methodenbuch III,
analysiert (Naumann und Bassler 2004). Die Futtermittelproben wurden zuvor auf eine Grofe
von 0,5 mm gemahlen. Alle Futtermittelanalysen erfolgten fiir jeden Durchgang separat und
jeweils anhand einer Doppelbestimmung.

3.6.1 Rohnihrstoffe (Weender Analyse)

Die fiir die Bestimmung der Rohnihrstoffe genutzten Geridte und Chemikalien sind in Tabelle
7 aufgelistet.

Trockensubstanz (TS)

Fiir die Bestimmung der Trockensubstanz wurden 1 g Futter in einen Porzellantiegel
eingewogen, bei 105 °C fiir vier Stunden im Trockenschrank getrocknet und anschlieBend in
einen Exsikkator zum Abkiihlen verbracht. Die Proben wurden erneut gewogen und der TS-
Gehalt errechnet, der in Prozent der urspriinglichen Substanz (uS) angegeben wurde.

Rohasche (Ra)

Im Anschluss an die TS Bestimmung wurden die Proben fiir sechs Stunden bei 600° im
Muffelofen verascht. Nach Abkiihlung im Exsikkator konnte der Rohaschegehalt iiber die
Auswaage ermittelt werden.

Rohprotein (Rp)

Nach Einwaage von 400 mg der jeweiligen Futterproben erfolgte die Analyse des Rohproteins
iiber die Messung des Stickstoffgehaltes der Probe nach der Dumas-Verbrennungsmethode
mithilfe eines Makro-Elementaranalysators.

Rohfett (Rfe)

Die Rohfettanalyse erfolgte nach Naumann und Bassler (2004), wobei jedoch auf den
Saureaufschluss verzichtet wurde, da sich daraus keine Unterschiede der Analyse ergeben
hatten. Nach Einwaage von ca. 1 g Probenmaterial in spezielle Filterbeutel erfolgte eine
Extraktion des Fettes fiir 3 Stunden mit Petrolether nach Soxhlet, woran sich eine Trocknung
bei 103 °C im Trockenschrank fiir 30 Minuten anschloss, um den Petrolether abzudampfen.
Die Menge an Rohfett wurde durch die Gewichtsbestimmung des Probengefifles mit und
ohne Rohfett rechnerisch ermittelt.

Rohfaser (Rfa)

Die Bestimmung des Rohfasergehaltes erfolgte mithilfe eines Rohfaseranalysators. Dazu
wurden 0,5 g Probenmaterial in spezielle Filterbeutel eingewogen und in 1,25%iger
Schwefelsdaure (6,96 ml Sdure in 1000 ml Aqua dest.) gekocht, nach dem Absaugen der
fliissigen Phase wurde 1,25%ige Natronlauge (12,5 g NaOH in 1000 ml Aqua dest.)
hinzugefiigt und danach mit heilem destilliertem Wasser gespiilt. Nach der Entnahme aus
dem Analysator wurden die Proben bei 105 °C im Trockenschrank getrocknet, gewogen und
dann im Muffelofen bei 500 °C verascht. Der Rohfasergehalt errechnete sich durch
Subtraktion des Gewichtes der Rohasche vom Gewicht des getrockneten Inhalts der
Filterbeutel.
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3.6.2 Mineralstoffe und Spurenelemente

Die verwendeten Gerite und Chemikalien sind in Tabelle 7 aufgelistet.

Probenvorbereitung

Nach der Veraschung von ca. 1g Futtermittel iiber Nacht im Muffelofen wurden die
abgekiihlten Proben in 6 ml konzentrierter Salzsdure (37-38 %) und 20 ml destilliertem
Wasser gelost. In einem zuvor aufgeheizten Sandbad (210-220 °C) wurden die Proben fiir
50 min inkubiert und der Inhalt quantitativ iiber einen Faltenfilter in einen 50 ml-Messkolben
tiberfiihrt. Die Lagerung bis zur vollstandigen Analyse erfolgte in 50 ml Polyethylen-Flaschen
bei Raumtemperatur.

Kalzium, Natrium, Magnesium, Kalium, Kupfer, Zink und Eisen

Der Gehalt an Kalzium, Natrium, Magnesium, Kalium, Kupfer, Zink und Eisen wurde in der
Ascheldsung mittels Atomabsorptionsspektrometrie bestimmt.

Phosphor

Fiir die Bestimmung des Phosphorgehalts im Futter wurden 100 ul der Aschelésung mit
500 pl einer Nitrovanadatmolybdat-Losung, einem Farbreagenz, bestehend aus Salpetersdure
und den P-Komplexbildnern Ammoniummolybdat (Losung A) und Ammoniummetavanadat
(Losung B) versetzt und anschlieBend mit Reinstwasser auf 1,5 ml aufgefiillt. Das in der
Probe enthaltene Phosphat reagierte in dem salpetersauren Milieu zu einem gelben
Farbkomplex, dessen Extinktion photometrisch bei einer Wellenlidnge von 436 nm gemessen
wurde. Anhand einer Kalibrierkurve konnte dann der Phosphorgehalt bestimmt werden.

Herstellung von Nitrovanadatmolybdatreagenz:

1. Losung A: Ammoniummolybdat 100 ¢
Ammoniak (25%ig) 10 ml
Reinstwasser ad 1000 ml

2. Losung B: Ammoniummetavanadat 235 ¢
Salpetersidure (65%ig) 7 ml
Reinstwasser ad 1000 ml

Unter Rithren wurden langsam 200 ml der Losung A mit 200 ml der Losung B versetzt,
nochmals 134 ml Salpetersdure (65 %ig) hinzugegeben und mit Reinstwasser auf 1000 ml
aufgefiillt.

3.6.3 Siaurebindungskapazitit

10 g der jeweiligen Futtermischung wurde in 90 ml Aqua dest geldst, um anschlieend die
Saurebindungskapazitit zu iiberpriifen. Nach pH-Wertmessung erfolgte die Absenkung des
pH-Wertes auf 3,0 durch die Titration mit einer 1 M Salzsdure. Die dazu benétigte Menge
(ml) der Salzsdure wurde mit 100 multipliziert und die so errechnete Sdurebindungskapazitit
als Milliequivalente (mEq) pro kg angegeben. Die verwendeten Gerite und Chemikalien sind
in Tabelle 7 aufgelistet.
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Tabelle 7: Fiir die Futteruntersuchungen eingesetzte Gerite und Chemikalien

Bezeichnung Hersteller Ort, Staat

Zentrifugalmiihle, Zm 100 Retsch GmbH Haan, Deutschland
Analysewaage Typ Genius Sartorius AG Gottingen, Deutschland

Heraeus® Trockenschrank T5042 Heraeus electronic Hanau, Deutschland

Exsikkator Typ Novus NS 24/29 Schott/Duran Mainz, Deutschland
Muffelofen Heracus®Thermicon®P Thermo Scientific Karlsruhe, Deutschland

Makro-Elementaranalysator:

Elementar Analysesystem GmbH Hanau, Deutschland

vario max CN
Rohfaser-Analysator:

Ankom>®Fibre Analyser Ankom Technology Macedon, USA
Atomabsorp\t;c;rilssg ektrometer: Analytik Jena GmbH Jena, Deutschland
Photometer: Ultraspec 2000 Pharmacia Biotech Freiburg, Deutschland
XT4 Filter Bags Ankom Technology Macedon, USA
F57 Filter Bags Ankom Technology Macedon, USA
Petroleumbenzin, reinst Merck, KGaA Darmstadt, Deutschland
Natriumhydroxid >99 % Carl Roth GmbH&Co.KG Karlsruhe, Deutschland
Schwefelsdure (98 %) Qualitit J. T. Baker Griesheim, Deutschland
Salpetersdure (65 %) Qualitit Merck, KGaA Darmstadt, Deutschland
Salzsdure (37 %) s.o. J. T. Baker Griesheim, Deutschland
Ammoniumheptamolybdat-
Tetrahydrat >99 % p.a. krist. Carl Roth GmbH&Co.KG Karlsruhe, Deutschland
Ammoniummonovanadat zur Merck, KGaA Darmstadt, Deutschland

Analyse

3.6.4 Quantifizierung der Futterzusatzstoffe

L- und D-Laktat

Die Bestimmung der Milchsdure erfolgte mittels Hochleistungsfliissigkeitschromatographie
(HPLC).

Die Bearbeitung und Messung der Futtermittel- und Digestaproben erfolgte in gleicher
Vorgehensweise. Die fiir die HPLC eingesetzten Gerite und Chemikalien sind in Tabelle 8
zusammengefasst.

Probenaufbereitung fiir die Quantifizierung von D- / L-Laktat

Da beide Verbindungen wasserloslich sind, wurde ein wissriger Extrakt der Proben auf einer
chiralen Saule isokratisch von Matrixbestandteilen getrennt und quantifiziert. Der stationédren
Phase wurde zusitzlich eine Vorsdule vorgeschaltet, sie ermoglicht eine Minimierung von
Verunreinigungen in der Hauptsiule. Fiir die Bestimmung der Milchsédure in den Futterproben
wurde zuvor 0,5 g Futter in Eppendorfgefifie eingewogen. Eine Losung aus 2,5 mM Kupfer-
II-Sulfat und 2-Propanol (95:5 Verdiinnung) diente dabei als FlieBmittel fiir die HPLC. Es
wurde jeweils 1 ml einer 0,5 mM Kupfer-II-Sulfatlosung in jede Probe verbracht, gut
gemischt und 10 Minuten auf einem Schiittler bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend
erfolgte zur Proteinfillung die Zugabe von je 50 ul Carrezlosung I und II, nach jedem
Zwischenschritt wurde erneut gemischt sowie fiir 10 Minuten bei 14.000 xg zentrifugiert. Der
Uberstand wurde vorsichtig iiber eine 2-ml-Injektionsspritze durch einen sterilen Cellulose-
Acetatspritzenvorsatzfilter in neue Eppendorfgefifle iiberfiihrt und mittels 0,5 mM Kupfer-I1-
Sulfatlosung verdiinnt.
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Herstellung der Probenextraktverdiinnungen mit 0,5 mM Kupfer-II-Sulfat-Losung:
Magen
1:10 Verdiinnung: 100 pl Probe und 900 pl Kupfer-II-Sulfat-Losung

Diinndarm
1:5 Verdiinnung: 200 pl Probe und 800 pl Kupfer-1I-Sulfat-Losung

Dickdarm
1:2,5 Verdiinnung: 400 pul Probe und 600 pul Kupfer-II-Sulfat-Losung

Zur Durchfiihrung einer quantitativen Analyse erfolgten zuvor die Erstellung der Eluenten
und der Kalibrierreihe:

Herstellung der Eluenten:
1) 2.5 mM Kupfer-1I-Sulfat-Losung mit 2-Propanol:

Kupfer-II-Sulfat 399,02 mg

2- Propanol 50 ml

Reinstwasser ad 1000 ml
2) 0,5 mM Kupfer- II-Sulfat-L.osung:

Kupfer-II-Sulfat 79,80 mg

Reinstwasser ad 1000 ml

Herstellung der Kalibrierreihe mit 0,5 mM Kupfer-II-Sulfatlosung:
1) Stammldsung 10 mM

D- und L-Laktat 499 mg

Kupfer-II-Sulfatlosung 25 ml
2) 1 mM Losung

Stammlosung 100wl

0,5 mM Kupfer-II-Sulfatlosung 900 ul

3) 0,1 mM Losung

1 mM Losung 100wl
0,5 mM Kupfer-II-Sulfatlosung 900 ul
Herstellung weiterer Losungen:
1) Carrez I:
Zinkchlorid 17 g
Reinstwasser 100 ml
2) Carrez II:
Kaliumhexacyanoferrat (II) 15 g
Reinstwasser 100 ml
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Tabelle 8: Fiir die Laktatbestimmung genutzte Gerite und Chemikalien

Bezeichnung Hersteller Ort, Staat
HPLC, Agilent 1100 Agilent Technologies Waldbronn, Deutschland
Chromeleon Software, Version 6.80 Dionex GmbH Idstein, Deutschland
Phenomenex Chirex 3126 (D)-
penicillamine 150 x 4,6 mm Phenomenex Torrance CA, USA
(Hauptsidule)
Phenomenex C18 4'0..L mm x 2,0 Phenomenex Torrance CA, USA
ID mm (Vorsiule)
Zentrifuge: Centrifuge 5415 C Eppendorf AG Hamburg, Deutschland
Riittler: Reax 2000 Heg;fg (;ansgr'li(ng’nts Schwabach, Deutschland
Vortex Genie 2 Scientific Industries West Palm Beach, USA
Injektionsspritzen, 2 ml Terumo Eschborn, Deutschland
. Celullose-{%cetat- VWR International Darmstadt, Deutschland
Spritzenvorsatzfilter, 0,45pm
Probengefifle mit Glaseinsatz,
Screw cap vials, Agilent Technologies Waldbronn, Deutschland
clear (Part No. 5182-0714)
Eppendorfgefilie Eppendorf AG Hamburg, Deutschland
Kupfer-II-Sulfat (wasserfrei) Merck, KGaA Darmstadt, Deutschland
Technipur Zinkchlorid Merck, KGaA Darmstadt, Deutschland
Kaliumhexacyanoferrat-II-Trihydrat Carl Roth GmbH&Co.KG Karlsruhe, Deutschland
Reinstwasser Millipore Company Massachusetts, USA
Fumarsiure

Die Bestimmung von Fumarsdure erfolgte durch ein akkreditiertes Labor mittels HPLC
(LUFA, Miinster, Deutschland).

Mittelkettige Fettsiduren (Capryl- und Caprinsiure)

Die Gaschromatographie (GC) ermoglicht die Auftrennung leicht fliichtiger Komponenten,
die gasformig oder unzersetzt verdampfbar sind.

Die Bearbeitung und Messung der Futtermittel- und Digestaproben erfolgte in gleicher
Vorgehensweise und wird nur an dieser Stelle ausfiihrlich beschrieben. Die fiir die
Gaschromatographie eingesetzten Gerdte und Chemikalien sind in Tabelle 9
zusammengefasst.

Probenaufbereitung fiir die Quantifizierung von Capryl- und Caprinsiure

100 mg der jeweiligen Futtermischung wurden in 2 ml Eppendorfgefile eingewogen. Fiir die
gaschromatographische Bestimmung wurde Tridecansdaure (C:13) als interner Standard
verwendet, C:8 (Caprylsdure) und C:10 (Caprinsdure) wurden zur Kalibrierung bei der
Messung herangezogen.

30 mg des internen Standards wurde in eine 10 ml Hexan-Isopropanol-Losung verbracht. Die
Proben wurden wie folgt behandelt:

Zu jeder Probe wurden 150 pl des internen Standards und 150 pl einer 0,5 M Salzsdure
pipettiert und anschliefend in 1,5 ml einer Hexan- Isopropanol-Losung (3:2) aufgenommen.
Um eine gute Durchmischung zu erreichen, wurden die Proben ausreichend geschiittelt sowie
anschliessend fiir 30 min auf einem Riittler inkubiert und fiir ca. 1 min in ein Ultraschallbad
tiberfiihrt. Die Proben wurden bei Raumtemperatur fiir 5 min und 14.000 xg zentrifugiert. Zur
Methylierung der freien Fettsiuren wurden 100 ul des Uberstandes mit 50 pul n-
Trimethylsulfoniumhydroxid (TMSH) in GC-Probengefile mit Glaseinsatz zur Analyse
iberfiihrt und, um eine optimale Vermischung zu erreichen, kurz gemischt. Jeweils 150 pl der
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Kontrollen C:8 (Caprylsdure) und C:10 (Caprinsdure) wurden gleich den zu untersuchenden
Proben behandelt und zur Aufrechterhaltung des Mischungsverhiltnisses in 1,35 ml eines
Hexan-Isopropanol-Gemisches gelost. Die chromatographische Trennung der mittelkettigen
Capryl- und Caprinsdure wurde mit der Polyethylenglykol-Kapillarsdule HP-INNOWax
(Lange: 30 m; Durchmesser: 530 um) durchgefiihrt.

Herstellung einer (3:2) Hexan-Isopropanol-Losung:
Hexan 300 ml
2-Propanol 200 ml

Herstellung des internen Standards:
C:13 30 mg
Hexan-Isopropanol (3:2) 10 ml

Am Gaschromatographen wurden folgende Parameter eingestellt:
1. Injektortemperaturprogramm: 150 °C; 0,02 min
250 °C; 2,5 min

2. Ofenprogramm: 80 °C (Initialtemperatur); 0,5 min

100 °C; 1 min
190 °C; 4 min
3. Analysezeit: 10,25 min
4. Splitverhiltnis: I:1

Tabelle 9: Fiir die Gaschromatographie genutzten Gerite und Chemikalien

Bezeichnung Hersteller Ort, Staat

Gaschromatograph Modell 6890N Agilent Technologies Waldbronn, Deutschland
Agilent Chemstation Software Agilent Technologies Waldbronn, Deutschland

Zentrifuge: Centrifuge 5415 C Eppendorf AG Hamburg, Deutschland
. Heidolph Instruments
Riittler Reax 2000 GmbH&Co.KG, Schwabach, Deutschland

Scientific Industries

Bandelin electronic GmbH&Co. KG

Vortex Genie 2
Ultraschallbad Senorex Super nRk
106
Probengefifle mit Glaseinsatz,
Screw cap vials,
clear (Part No. 5182-0714)
Glasliner, Agilent 5183-2037
Septen Agilent 5183-4761
Sdule HP-INNOWax
Tridecanoic acid, > 98%
Hexansaure, > 99%

West Palm Beach, USA

Berlin, Deutschland

Agilent Technologies Waldbronn, Deutschland
Waldbronn, Deutschland
Waldbronn, Deutschland
Waldbronn, Deutschland
Steinheim, Deutschland
Steinheim, Deutschland

Agilent Technologies

Agilent Technologies

Agilent Technologies
Sigma-Adrich
Sigma-Aldrich

Oxalsédure-Dihydrat Merck, KgaA Darmstadt, Deutschland
2-Propanol Carl Roth GmbH&Co.KG Karlsruhe, Deutschland
n-Hexan Carl Roth GmbH&Co.KG Karlsruhe, Deutschland

n-Trimethylsulfoniumhydroxid

Macherey- Nagel GmbH&CoKG

Diiren, Deutschland
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3.7 Erhebung zootechnischer Parameter

Beurteilung des Gesundheitszustandes

Der Gesundheitszustand der einzelnen Ferkel wurde an jedem dritten Versuchstag anhand
eines Bewertungssystems (Anhang, Tab. 43) nach Buchheit (2009) iiberpriift.

Futteraufnahme und Futteraufwand

Die Ermittlung der Futteraufnahme pro Bucht erfolgte durch die Futtereinwaage und die
Riickwaage des verbliebenen Futters einmal pro Woche (DE Plattformwaage SL12.000,
Bizerba GmbH & Co .KG, Balingen, Deutschland). Die Erhebung des Futteraufwandes
erfolgte rechnerisch. Die Summe der Futteraufnahme sowie die der Lebendmassezunahme
wurden dabei in der Kalkulation fiir jede Bucht zu je zwei Tieren beriicksichtigt.

Futteraufnahme [kg]
Futteraufwand =  Lebendmassezunahme [kg]

Lebendmasseentwicklung und Lebendmassezunahme

Jedes Ferkel wurde beim Einstallen, wihrend der Versuchszeit einmal pro Woche und am Tag
der Probenentnahme gewogen (DE Plattformwaage 60E300K200XL, Kern & Sohn GmbH,
Balingen, Deutschland). Die Lebendmassezunahme wurde rechnerisch mithilfe der
Lebendmassedaten ermittelt.

3.8 Verdauungsphysiologische Parameter

3.8.1 pH-Wert der Digesta

Von den Darminhalten der Lokalisationen M1, M2, M3, D1, D2, D3, Jejunum, Ileum und
Kolon wurde eine ausreichende Menge in ein 15-ml-GefaB iiberfiihrt. Der pH-Wert wurde mit
einer pH-Einstich-Elektrode gemessen, nachdem eine 2-Punktkalibrierung mit
Standardlosungen pH 4 und pH 7 durchgefiihrt worden war. Da aus dem Abschnitten D1, D2
und D3 einiger Tiere nicht ausreichend Digesta gewonnen werden konnte, war eine pH-Wert-
Messung in dieser Lokalisation nicht fiir alle Tiere moglich. Fiir die pH-Wertmessung
genutzte Gerite und Chemikalien sind in Tabelle 10 aufgelistet.

3.8.2 Trockensubstanz der Digesta

Die zur Bestimmung der Trockensubstanz genutzten Gerdte sind in Tabelle 10
zusammengefasst. Digesta der Lokalisationen Magen, Jejunum, Ileum, Kolon und Rektum
wurde in zuvor abgewogene 50-ml-Gefidlle eingewogen und bei -80 °C eingefroren. Danach
wurden die Proben mithilfe der Vakuumgefriertrocknung fiir 2 Tage getrocknet. Die Gefidlle
mit der gefriergetrockneten Digesta wurden erneut gewogen. Nach Abzug der Leergewichte
der Gefidle wurde anhand folgender Formel der prozentuale Trockensubstanzgehalt
berechnet:

Gefriergetrocknete Auswaage
% TS = x 100
Frische Einwaage
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3.8.3 Praecaecale und Gesamtverdaulichkeit der Nihrstoffe

Gerite und Chemikalien, die fiir die Bestimmung der praecaecalen und Gesamtverdaulichkeit
genutzt wurden, sind in Tabelle 10 aufgelistet. Fiir die Messung des Chromgehalts in der
Digesta wurde zuvor eine homogenisierte Sammelprobe aus dem distalen Jejunum und Ileum
(praecaecale Verdaulichkeit) bzw. aus dem Rektuminhalt (Gesamtverdaulichkeit) erstellt und
iiber 2 Tage gefriergetrocknet. Im Anschluss wurden die Proben auf eine Grofle von 0,5 mm
gemahlen und ca. 0,5 g der Digesta in Tiegeln eingewogen und im Muffelofen tiber Nacht
verascht. Am Folgetag wurden 4 ml Kaliumbromatlosung (w = 4,5%) und 3 ml
Mangansulfatlosung (w = 0,3 %) zugefiigt und bis zum Erreichen einer Suspension leicht
geschwenkt. AnschlieBend wurden die Proben fiir 50 Minuten bei 210-220 °C im Sandbad
erhitzt. Nach dem Abkiihlen wurden die Proben quantitativ durch einen Faltenfilter in einen
50-ml-Messkolben iiberfiihrt, in die zuvor je 6,25 ml einer 1,47%igen Kalziumchloridlosung
vorgelegt worden waren und anschlieBend mit destilliertem Wasser auf 50 ml aufgefiillt
wurden. Aus den so aufbereiteten Proben wurde mittels Atomabsorptionsspektrometrie die
Menge an enthaltenem Chrom ermittelt.

Berechnung der Verdaulichkeiten

Die praecaecale und Gesamtverdaulichkeit wurde fiir Rohprotein, Rohfett und die
Trockensubstanz erhoben. Die Inhaltsstoffe von Digesta und Futter wurden mit den
Chromgehalten dieser Poolprobe und des Futters iiber folgende Formel in Beziehung gesetzt:

Chromgehalt g, [g/kg] Nahrstoff p;qe 0, [27kg]

Verdaulichkeit [%] = 100 - X x 100
Chromgehalt ., [2/kg] Nihrstoff ¢, [2/kg]

Herstellung der verwendeten Losungen:
Kaliumbromatlosung (4,5 %):

KBIO4 4,5 g
Aqua dest. ad 100 ml
Mangansulfatlosung (0,3 %):

MI’ISO4 X Hzo 10 g
Aqua dest. ad 100 ml

AbschlieBend wurden drei ml dieser Losung bis zum Erreichen der finalen Konzentration
(0,3 %) mit Phosphorsidure (85 %) auf 100 ml aufgefiillt.

Kalziumchloridlosung (1,47 %):

CaCl, x 2H,0O 14,67 g
Aqua dest. ad 1000 ml
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Tabelle 10: Fiir die Messung des pH-Werts, der Trockensubstanz, der praecaecalen und
Gesamtverdaulichkeit genutzte Geridte und Chemikalien

Bezeichnung Hersteller Ort, Staat
Analysewaage Typ Genius Sartorius AG Gottingen, Deutschland
InLab®410pH- Mettler Toledo GmbH Gieflen, Deutschland
Kombinationselektrode
Mahlmaschine, Zm 100 Retsch GmbH Haan, Deutschland
Vakuum-Gefriertrockner: Christ GmbH Osterode am Harz, Deutschland

Alpha 1-4
Muffelofen Heraeus® Thermicon®P
Atomabsorptionsspektrometer vario

Thermo Scientific

Karlsruhe, Deutschland

6 Analytik Jena GmbH Jena, Deutschland
Greiner Rohrchen Greiner Bio One Frickenhausen, Deutschland
Eppendorf Gefille Eppendorf AG Hamburg, Deutschland
Faltenfilter, 595 ¢ 125mm Whatmann GmbH Dassel, Deutschland
Messkolben (50 ml) EM Techcolor Eberstadt, Deutschland
pH-Pufferlésung pH 7 Mettler Toledo GmbH Gieflen, Deutschland
pH-Pufferlésung pH 4 Mettler Toledo GmbH Gieflen, Deutschland
Kaliumbromat zur Analyse
EMSURE® ACS, ISO, Reag. Ph Merck, KGaA Darmstadt, Deutschland
Eur
Kalziumchloriddihydrat, reinst Merck, KGaA Darmstadt, Deutschland
Mangansulfatmonohydrat Merck, KGaA Darmstadt, Deutschland
Phosphorsiure (85 %) Carl Roth GmbH&Co.KG Karlsruhe, Deutschland

3.9 Bestimmung der mittelketticen Fettsiiuren in der Digesta

Fiir die GC-Bestimmung der MKFS wurde zuvor 100 mg der Digestaproben aus dem Magen
(homogenisierte Sammelprobe), Duodenum (sofern geniigend Inhalt vorhanden war, erfolgte
die Analyse aus allen drei entnommenen Abschnitten) sowie aus dem mittleren Jejunum in
2 ml fassende Eppendorfgefde eingewogen. Eine ausfiihrliche Beschreibung der MKFS
Bestimmung erfolgte bereits bei der Erhebung der bei der Futtermitteluntersuchung unter
Punkt 3.6.4 die verwendeten Geridte und Chemikalien sind ebenfalls in Tabelle 9 (3.6.4) zu
finden.

3.10 Mikrobiologische Parameter

3.10.1 Quantifizierung der Laktobazillen und Enterobakterien mittels gPCR

Die quantitative Real-Time Polymerasekettenreaktion (qPCR) ermoglicht die durch
spezifische Primer festgelegte Vervielfiltigung bestimmter Nukleotidsequenzen und dariiber
hinaus die Quantifizierung der gewonnenen DNA. Dies erfolgt durch mittels Einsatz eines
Fluoreszenzfarbstoffes, dessen Fluoreszenz sich bei der Bildung des PCR-Produktes entfaltet.
Dadurch kann in jedem PCR-Zyklus auf die Menge des PCR-Produktes zuriickgeschlossen
werden. Die Fluoreszenz nimmt proportional mit der Menge der PCR-Produkte zu. Aus den
Fluoreszenzmessungen der gesamten PCR ergibt sich eine sigmoidale Amplifikationskurve.
Bei den in dieser Arbeit durchgefiihrten qPCRs wurde der Fluoreszenzfarbstoff SYBR®
Green eingesetzt. Bei SYBR® Green handelt es sich um einen DNA-Farbstoff, der nach der
Bindung an doppelstringige DNA fluoresziert. Alle fiir die DNA-Aufbereitung und
Durchfiihrung der gPCR verwendeten Gerite und Chemikalien sind in Tabelle 13 aufgelistet.

Herstellung der DNA-Extrakte

Die einzelnen Arbeitsschritte erfolgten gemd den Angaben des Herstellers mithilfe des
QIAamp DNA stool sample extraction Kits (QIAGEN Sample & Assay Technologies, Hilden,
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Deutschland), mit Ausnahme des Lyseschritts, der bei 90 °C durchgefiihrt wurde. Dazu
wurden 200 mg Probenmaterial aus dem Magen, Jejunum, Ileum und Kolon in 2 ml
Eppendorfgefiae eingewogen und aufgearbeitet. Die DNA-Menge nach diesem Protokoll
entspricht der DNA aus 200 mg eingesetzter Probenmenge.

Bestimmung der DNA-Konzentration

Der DNA-Gehalt der extrahierten Proben wurde mithilfe des Fluoreszenzfarbstoffs SYBR®
Green und einem Real-Time-PCR-Gerit mit dazugehoriger PCR-Software von Stratagene
bestimmt. Der Fluoreszenzfarbstoff wurde mit RNase-freiem Wasser 1:10 verdiinnt und
einem DNA-Master-Mix zugegeben. Als Kalibrierreihe diente Kalbsthymus in einer
Konzentration von 150 bis 5 pg/ul. Fiir jede Messung wurde eine neue Kalibrierreihe
pipettiert und mithilfe des Realtime PCR-Programms von Stratagene konnte der Gehalt der
bakteriellen DNA iiber die Standardreihe ermittelt werden.

Herstellung der SYBR® Green-Gebrauchslosung (1:10):
SYBR® Green 10.000 x 20 ul
RNase-freies Wasser 180 l

Herstellung des 2 fach DNA-Master-Mix (192 Ansiitze):

10 x TEN-Puffer 500 W
ROX-Referenzfarbstoff 4 ul
SYBR® Green (1:10) 4 ul
RNase-freies Wasser 4495 Wl

Durchfithrung der quantitativen Echtzeit PCR

Die qPCR wurde ebenfalls mit einem Real-Time-PCR-Gerdt von Stratagene und dem
dazugehorigen PCR-Programm ausgefiihrt. Fiir die quantitative Bestimmung von
Enterobakterien und Laktobazillen aus DNA-Extrakten der Digesta des Magens, Jejunums,
Illeums und Kolons wurden die in Tabelle 11 aufgefiihrten Primerpaare genutzt. Aus den
DNA-Extrakten wurde je 1 ul mit 24ul Master Mix in ein PCR-Gef4dl} pipettiert. Der Master
Mix wurde nach Angaben des Herstellers (Agilent Technologies, Boblingen, Deutschland)
vorbereitet.

Tabelle 11: Fiir die qPCR genutzte Primer

Detektierte Primer ProduktgroBie Zielgen Primersequenz (5" — 3°) Referenz
Bakteriengruppen
Laktobazillen Lacl-F 340 bp 16stDNA  AGC AGT AGGGAATCTTCCA  Rinttila et
Lac2-R CAC CGC TAC ACA TGG AG al. (2004)
Enterobakterien Entero-F 340 bp 16stDNA  GTT AAT ACC TTT GCT CAT Malinen et
oA al. (2003)
Entero-R ACC AGG GTA TCT AAT CCT
GTT

Die qPCR-Analysen von Enterobakterien und Laktobazillen wurden unter den in Tabelle 12
beschriebenen Reaktionsbedingungen durchgefiihrt. Als Quantifizierungsstandards wurden
DNA-Extrakte aus sterilem Sauenkot genutzt, die mit Referenzstimmen inokuliert waren
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(Vahjen et al., 2007) (sieche Anhang, Tab. 45 und 46). Eine Schmelzkurvenanalyse erfolgte
am Ende der qPCR, um unspezifische PCR-Produkte oder Bildung von Primer-Dimeren zu
detektieren. Die Temperatur des Reaktionsgemisches wurde dazu schrittweise (0,2 °C) von
55 °C auf 95 °C erhoht, nach jeder Erhohung wurde die Fluoreszenz gemessen. Wird die
spezifische Schmelztemperatur eines PCR-Produktes erreicht, denaturiert die doppelstrangige
DNA und ein messbarer Abfall der Fluoreszenz wird sichtbar, da durch diesen Vorgang das
SYBR® Green freigesetzt wird.

Tabelle 12: Reaktionsbedingungen und PCR-Parameter

Aktivierung Ix  95°C/15 min
Amplifizierungszyklus 40x
Denaturierung 95 °C/15 sec.

Binden der Primermolekiile 55 °C/60 sec
Elongation der DNA-Fragmente 72 °C/60 sec
Schmelzkurvenanalytik +

Auswertung

Die Auswertung erfolgte mit dem PCR-Programm von Stratagene. Hierzu wurde der Cr
(cycle threshold)-Wert genutzt. Der Cp-Wert entspricht dem Zeitpunkt, bei dem die
Fluoreszenz der gebildeten PCR-Produkte erstmalig iiber die Hintergrundfluoreszenz ansteigt.
Dieser Zeitpunkt korreliert direkt mit der Anfangskonzentration der Ziel-DNA in der Probe,
da zwischen dem Ct-Wert und dem Logarithmus der eingesetzten Menge eine lineare
umgekehrt proportionale Beziehung besteht. Die Cr-Werte der zu untersuchenden Proben
wurden mit denen der eingesetzten Quantifizierungsstandards verglichen, aus deren Cr-
Werten die Software zuvor eine Standardkurve gebildet hatte. Fiir jede unbekannte Probe
konnte somit der Logarithmus der Zellzahl bestimmt werden. Die Ergebnisse aus der
Schmelzkurvenanalyse wurden mit denen verglichen, die zuvor fiir Laktobazillen und
Enterobakterien am Institut fiir Tiererndhrung der Freien Universitidt Berlin etabliert worden
waren (Kldr, 2008). Ergebnisse, die eine Abweichung des Schmelzpunktes von mehr als
+ (0,5 °C aufzeigten, wurden nicht in die Auswertung miteinbezogen.

Tabelle 13: Fiir die DNA-Aufbereitung und fiir die Durchfithrung der gqPCR verwendeten
Geriite und Chemikalien

Bezeichnung Hersteller Ort, Staat
Real time QPCR System . . 1
Mx300 OP®, Stratagene Agilent Technologies Boblingen, Deutschland
Software MxPro QPCR, Stratagene Agilent Technologies Boblingen, Deutschland
Zentrifuge Eppendorf 5430 Eppendorf Deutschland Wesseling-Berzdorf., Deutschland
Vortex Genie 2 Scientific Industries West Palm Beach, USA
Eppendorfgefifie Eppendorf AG Hamburg, Deutschland
Real Time-PCR-Gefifle Agilent Technologies Boblingen, Deutschland
R IAGEN le & A .
QIAamp DNA Stool Mini Kit (50) QIAGEN Sample & Assay Hilden, Deutschland
Technologies
10 x TEN, Assay Buffer BIO-RAD Miinchen, Deutschland
Calf Thymus DNA BIO-RAD Miinchen, Deutschland
Ethanol reinst (<99%) Carl Roth GmbH&Co.KG Karlsruhe, Deutschland
Stratagene Brglilta;ln%IJXSyerreen 2 Agilent Technologies Boblingen, Deutschland

Speziesspezifische Oligonukleotide

MWG-Biotech AG

Ebersberg, Deutschland
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3.10.2 Qualitativer und quantitativer Nachweis von E. coli-Pathogenititsfaktoren

Die Multiplex PCR (MPCR) ermoglicht den gleichzeitigen Nachweis mehrerer Zielsequenzen
in einem DNA Gemisch. Die PCR-Reaktionsprodukte werden folglich aus mehreren
Primerpaaren gebildet, so dass sich die Optimierung einer solchen PCR recht schwierig
gestaltet. Nach erfolgreicher Etablierung einzelner Versuchsschritte ermoglicht die Multiplex
PCR, mit wenigen Einschriankungen in der Spezifitit jedoch eine schnelle und sensitive
Screening-Methode zum gleichzeitigen Nachweis verschiedener bakterieller Faktoren. Die
MPCR zum Nachweis von E. coli-Pathogenitétsfaktoren wurde von Gobel (2003) im Institut
fiir Tiererndhrung, der Freien Universitdt Berlin validiert. Sie diente in dieser Arbeit als
methodische Grundlage fiir den qualitativen Nachweis von E. coli-Pathogenitétsfaktoren im
Kolon und wird im Folgenden nur in den Grundziigen beschieben. Die genutzten Primer (Tab.
16) wurden bereits von Bosworth und Casey (1997) beschrieben. Die Produktlingen
differieren, um den Nachweis mittels der Agarosegelelektrophorese zu ermdoglichen. Die
Synthese der Primer wurde von der Firma MWG-Biotech AG (Ebersberg, Deutschland)
durchgefiihrt. Die verwendeten E. coli-Referenzstimme finden sich im Anhang. Die fiir die
MPCR verwendeten Gerite und Chemikalien sind in Tabelle 15 zusammengefasst.

Probenaufarbeitung und Auswertung

Anhand von DNA-Extrakten aus der Digesta des Kolons erfolgte die Differenzierung
verschiedener Pathogenititsfaktoren. Die Aufbereitung der DNA wurde bereits unter Punkt
3.10.1 beschrieben. Die Amplifizierung der Gensequenzen wurde mithilfe einer
,touchdown“-PCR unter den in Tabelle 14 aufgezeigten Bedingungen durchgefiihrt, dazu
wurden je 1 pl Ziel-DNA und 29 pl Master Mix in ein PCR-GefiB3 pipettiert. Die Herstellung
des MPCR-Mastermix erfolgte nach Angaben des Herstellers (QIAGEN Sample & Assay
Technologies, Hilden, Deutschland). Zur Darstellung der in der PCR gebildeten Amplifikate
wurden die PCR-Produkte in einer Agarosegelelektrophorese differenziert. Zur Herstellung
eines 2,5 % Agarosegels wurde Agarose (2,5 g) in 100 ml 1 x TAE Puffer angesetzt und
durch zweimaliges kurzes Aufkochen in der Mikrowelle gelost. Die Agaroselosung wurde mit
10 ul SYBR® Green (Verdiinnung 1:10000) versetzt und in einem Geleinsatz ausgegossen.
Nach dem Erkalten wurde das Agarosegel in eine horizontale 2,5 1 Elektrophoresekammer
gelegt und mit 1 x TAE Puffer iiberschichtet. Die PCR-Produkte (1ul) wurden mit 8 pl
RNase-freiem Wasser und 2 pl Ladepuffer gemischt. Die Proben wurden gemeinsam mit
einem DNA-Standard (100 bp Leiter) bei 120 V sowie 40 mA fiir 2,5 h einer Elektrophorese
unterzogen. Die Auswertung der Gele erfolgte mittels UV-Licht mit einer digitalen CCD
(charge coupled density camera)-Kamera.

Quantifizierung der Pathogenititsfaktoren

Anhand der Beurteilung des Gels wurden die vier am hiufigsten vorkommenden
Pathogenitétsfaktoren ausgewéhlt und via qPCR aus der Digesta des Kolons bzw. aus der
Digesta des Magens und Ileums quantifiziert. Diese Methode wurde bereits unter Punkt
3.10.1 beschrieben. Die Reaktionsbedingungen wurden ebenfalls bereits in Tabelle 12
(3.10.1) erfasst. Die im Kolon sowie zusdtzlich im Magen und Ileum quantifizierten
Pathogenitétsfaktoren wurden in Tabelle 16 markiert.
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Tabelle 14: PCR-Programm fiir die E. coli-MPCR
(,,touchdown PCR”)

1x 95 °C/900 sec
10x 94 °C/30 sec
60 °C/90 sec. (-0,5 °C / cycle)
72 °C/90 sec

30x 94 °C/30 sec
55 °C/90 sec
72 °C/90 sec
1x 72 °C/600 sec
1x 4°C

Herstellung der Losungen fiir die MPCR:

50x TAE

Trizma base 242 ¢
Reinstwasser 600 ml
57,1 ml Eisessig 57,1 ml
0,5 M EDTA (pH 8) 100 ml
Reinstwasser ad 1000 ml
1x TAE

50 x TAE 100 ml
Reinstwasser ad 5000 ml

Tabelle 15: Fiir die MPCR genutzten Gerite und Chemikalien

Bezeichnung Hersteller Ort, Staat
PCR Cycler T1 Biometra Gottingen, Deutschland
Agarosegelelektrophorese Biometra Gottingen, Deutschland
CCD-Kame'ra (charge coupled Raytest Straubenhardt, Deutschland
density camera)
Eppendorfgefifle, steril Eppendorf AG Hamburg, Deutschland
8 er strips fiir Biometra Cycler . o
(PCR-ReaktionsgefiBe) Biometra Gottingen, Deutschland
MetaPhor Agarose (Auflsung 50- Biozym Hess. Oldendorf, Deutschland
1500bp)
Multiplex PCR Mastermix QIAGEN Samp le. & Assay Hilden, Deutschland
Technologies
Trizma base Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland
Essigsdure (<99%) Carl Roth GmbH&Co.KG Karlsruhe, Deutschland
EDTA (Ethylendiamin-
tetraessigsiure) >99 % p.a. ACS Carl Roth GmbH&Co.KG Karlsruhe, Deutschland
Reinstwasser Millipore Company Massachusetts, USA
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Tabelle 16: Fiir die MPCR verwendeten Primerpaare zum Nachweis von E. coli Pathogenititsfaktoren

(Bosworth und Casey, 1997)

Gene der Produktgrofle Primer Name Primersequenz (5°— 3")
Pathogenititsfaktoren
est- Ib 158 StaP1 CAA CTG AAT CACTTG ACT CTT
StaP2 TTA ATA ACA TCC AGC ACA GG
est- I1'? 113 STb1 TGC CTA TGC ATC TAC ACA AT
STb2 CTC CAG CAGTACCATCTCTA
Fan 230 K991 AAT ACT TGT TCA GGG AGA AA
K992 AACTTT GTG GTT AACTTC CT
Elt- Ia 272 LT1 GGC GTT ACT ATC CTC TCT AT
LT2 TGG TCT CGG TCA GAT ATG T
fed A" 313 F181 TGG TAA CGT ATC AGC AACTA
F182 ACT TAC AGT GCT ATT CGA CG
Fas' 409 987P1 AAG TTA CTG CCA GTC TAT GC
987P2 GTA ACT CCA CCG TTTGTA TC
Fae 499 K881 GTT GGT ACA GGT CTT AAT GG
K882 GAA TCT GTC CGA GAA TAT CA
Fimf41la 612 F411 AGT ATC TGG TTC AGT GAT GG
F412 CCA CTA TAA GAG GTT GAA GC
Stx2e' 733 SLT1 AAT AGT ATA CGG ACA GCG AT
SLT2 TCT GAC ATT CTG GTT GAC TC

!quantifiziert im Kolon
?quantifiziert im Magen, Ileum und Kolon
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3.10.3 Bakterielle Metaboliten

Bestimmung kurzkettiger Fettsiuren

Die Gehalte der kurzkettigen fliichtigen Fettsduren wurden aus der Digesta des Magens,
mittleren Jejunums, Ileums und Kolons mithilfe der Gaschromatographie bestimmt. Nach
dem Auftauen wurden 300 mg Digestamaterial eingewogen und in 1 ml Verdiinnungslosung
aufgenommen, die 0,5 mM Capronsdure (C:6) als internen Standard enthielt. Die Proben
wurden kurz vermischt, fiir 1 Stunde auf einen Riittler verbracht und anschliefend bei 16000
xg fiir 8 min bei Raumtemperatur zentrifugiert. Stellte sich der Uberstand nach dem
Zentrifugationsschritt nicht klar dar, erfolgte eine zusitzliche Zentrifugation fiir 5 min bei
gleicher Umdrehungsgeschwindigkeit. Als externer Standard wurde eine Mischung
kurzkettiger Fettsduren (SULPECO 4-6975 ,,Volatile Acids Standard Mix*, Bellefonte, USA)
verwendet. Von den Digestaproben des Magens wurden 500 ul des Uberstandes mit 500 pl
der Verdiinnungslosung versetzt. Aus den Jejunum- und Ileumproben wurden je 400 ul des
Uberstandes mit 800 pl Verdiinnungslésung und 100 pl der Koloniiberstinde wurden mit
1000 pl Verdiinnungsmedium versetzt. Alle Proben wurden erneut gut vermischt und mit
einer Polyethylenglykol-Kapillarsdule HP-INNOWax (Linge: 30 m; Durchmesser: 530 um)
gaschromatographisch getrennt.

Am Gaschromatographen wurden folgende Parameter eingestellt:

1. Injektortemperaturprogramm: 100 °C; 0,02 min
150 °C; 0,5 min
250 °C, 2,00 min

90 °C

2. Ofenprogramm: 70 °C (Initialtemperatur); 0,5 min
140 °C; 1 min
190 °C; 3 min

3. Analysezeit: 9,59 min

4. Splitverhiltnis: 1:1

Der Gehalt der Fettsdauren wurde durch Integrierung (Flidchenintegration) ermittelt. Um
Ergebnisse, die unterhalb der Nachweisgrenze statistisch auswerten zu konnen, wurde der
mittlere Wert zwischen Null und der Nachweisgrenze der jeweiligen Fettsdure gewihlt. Die
fir die Bestimmung der kurzkettigen Fettsduren verwendeten Chemikalien und Gerite
befinden sich unter Punkt 3.6.4 (Tab. 9). Die spezifisch fiir die Analyse der kurzkettigen
Fettsdauren genutzten Chemikalien sind an dieser Stelle gesondert aufgefiihrt.

Herstellung verwendeter Losungen:
Standardlosung (0,5 mM) kurzkettiger Fettsduren (SULPECO 4-6975 , Volatile Acids
Standard Mix*“)

SUPELCO Stamml6sung (10 mM) 50 pl
Oxalsédure-Dihydrat 10 mg
Reinstwasser 950 wl

Verdiinnungslosung fiir Proben:
Herstellung einer Stammlosung (10 mM):

Hexansédure 250
Oxalsdure-Dihydrat 2 g
Reinstwasser ad 200 ml
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Herstellung der Verdiinnungslosung (0,5 mM):

Stammlosung 50 ml
Natriumazid 25 g
( 299 % p.a., Fa. Roth, Karlsruhe, Deutschland)
Reinstwasser ad 1000 ml

Bestimmung von D- und L-Laktat

Die Methode wurde bereits unter Punkt (3.6.4) aufgefiihrt. Die verwendeten Geridte und
Chemikalien sind in Tabelle 8 (Punkt 3.6.4) aufgelistet. Um Ergebnisse die unterhalb der
Nachweisgrenze statistisch auswerten zu konnen, wurde der mittlere Wert zwischen Null und
der Nachweisgrenze fiir L- bzw. von D-Laktat gewihlt.

Bestimmung von Ammonium

Die Untersuchung der Ammoniumkonzentrationen erfolgte aus dem Magen, Jejunum, Ileum
sowie Kolon mit einer im Institut etablierten Methode in Mikrotiterplatten, basierend auf der
Berthelot-Reaktion. In Tabelle 17 sind die Geréte und Chemikalien fiir die Ammonium- bzw.
Ammoniakbestimmung aufgelistet.

Prinzip der Berthelot-Reaktion:
Das Verhiltnis von Ammonium und Ammoniak wird durch den vorliegenden pH-Wert
bestimmt. Ab pH 7 iiberwiegt der Gehalt an Ammonium, so dass die Reaktion in einem
alkalischen Bereich (pH-13) stattfindet, wodurch sich das Gleichgewicht zugunsten des
Ammoniaks verschiebt. Dieses reagiert mit Hypochlorit zu Monochloramin:

NH; + CLO” — NH,CI + OH’
Das Monochloramin wiederum reagiert mit Thymol iiber N-Chlor-2-isopropyl-5-
methylchinon-monoamin zum entsprechenden Indophenol. Im alkalischen Medium liegt das
entstandene Indophenolmolekiil in blauer Form vor, dessen Konzentration iiber die Extinktion
photometrisch bestimmt werden kann.

Probenaufbereitung:

Die zuvor auf 500 mg eingewogenen und bei -80 °C gelagerten Proben wurden fiir 15 min bei
Raumtemperatur aufgetaut und in 1 ml kalter 100 mM MOPS (3-(N-Morpholino)-
2hydroxypropansulfonsdure)-Losung aufgenommen, 1 min gemischt und fiir 10 min auf Eis
inkubiert. Nach Zentrifugation bei 17000 xg fiir 10 min bei 4 °C wurde der Uberstand in neue
2 ml Eppendorfgefille tiberfiihrt.

Bestimmung der Extinktion:

Die Messung erfolgte in Mikrotiterplatten anhand einer Doppelbestimmung und mit einer
taglich frisch angesetzten Standardreihe. Zuvor erfolgte die Validierung der optimalen
Verdiinnungsstufe fiir alle Darmabschnitte. Die Proben aus dem Magen, Jejunum und Ileum
wurden mit einem Verdiinnungsfaktor von 15, die Digestaproben aus dem Kolon wurden mit
einem Verdiinnungsfaktor von 25 gemessen. Nach Vorlage von 20 pl der verdiinnten
Probeniiberstinde erfolgte die Zugabe von je 100 ul einer gebrauchsfertigen Reagenz-I-
(Phenol-Nitroprussidlosung (diese Losung beinhaltet 5 % Phenol und 0,0255 % Na-
Nitropussid) von Sigma-Aldrich) und Reagenz-1I-Losung (0,2 % Na-Hypochloritlosung).
Nach jedem Zwischenschritt wurde durch ein dreimaliges Auf- und Abpipettieren eine
sorgfiltige Vermischung gewidhrleistet. Nach 10 miniitiger Inkubationszeit bei
Raumtemperatur folgte die erste Messung mithilfe eines Mikrotiterplattenlesegerits, nach
einer anschlieBenden Inkubation von 5 min wurde der Messvorgang wiederholt. Fiir die
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Berechnung des Ammoniumgehaltes im Extrakt wurde zusitzlich der Probenleerwert (20 pl
Probe + 200 ul Verdiinnungslosung), Reagenzienleerwert (20 ul Verdiinnungslosung + je

100 ul  Reagenz-I-

und II) und der Wert fiir die Verdiinnungslosung (220 ul

Verdiinnungslosung) bei jeder Messung miterfasst. Die Ammoniumkonzentration im Extrakt
wurde anhand einer Kalibriergeraden bestimmt und iiber den Bezug zur Probeneinwaage

konnte der Ammoniumgehalt in der Probe ermittelt werden.

Herstellung der Losungen:

100 mM MOPS (3-(N-Morpholino)-2hydroxypropansulfonsiure)-Losung (pH 7):
MOPS 2,0928 g

Reinstwasser 200 ml

1000pM Ammoniumchlorid-Losung:

100 mM NH,CI-Losung 0,0535¢
100 mM MOPS-Losung, pH-7 10 ml
Nach  Mischung erfolgte eine  2fache  1:10-Verdiinnung-, so  dass

1000uM Endkonzentration erzielt worden ist.
0,2 % Na-Hypochloritlosung (Reagenz-1I):
1 M NaOH-Lo6sung 59 ml
12 % Na-Hypochlorit-Losung 1 ml

Herstellung einer Standardreihe:
Die Standardreihe wurde mit 100 mM MOPS-Puffer (pH-7) hergestellt.

Tabelle 17: Gerite und Chemikalien fiir die Bestimmung von Ammonium

eine

Bezeichnung Hersteller Ort, Staat
Mikrotiterplattenleser Tecan GmbH Mainz, Deutschland
InLab®410 pH- Mettler Toledo GmbH GieBen, Deutschland

Kombinationselektrode
Mikrotiterplatten, U-Form Anicrin S.R.L. Scorze, Italien
Eppendorf Gefille Eppendorf AG Hamburg, Deutschland

Pufferlosung pH 7 Mettler Toledo GmbH GieBen, Deutschland
Pufferléosung pH4 Mettler Toledo GmbH GieBen, Deutschland

Phenol nitroprusside
Alkaline Hypochlorite solution
Na-Hypochlorit, 0,2%
MOPS (3-(N-Morpholino)-2-
hydroxpropansulfonsiure) 299 %
Ammoniumchlorid >99,5 %
Reinstwasser

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Carl Roth GmbH&Co.KG

Carl Roth GmbH&Co.KG

Sigma
Millipore Company

Steinheim, Deutschland
Steinheim, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland

Karlsruhe, Deutschland

Steinheim, Deutschland
Massachusetts, USA
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3.11 Histologische Aufarbeitung der Darmwandproben

Die beiden entnommenen Ganzwandproben des mittlere Jejunum wurden in einer
modifizierten Bouin'schen Losung nach Hollande bzw. in 4 % neutral gepufferter
Formalinlosung (37 % Formol + 2 x PBS in Aqua dest) fixiert. Die histologische Bearbeitung
der Darmwandproben erfolgte innerhalb einer Woche nach Sektionsende. Die
Darmwandproben wurden mit Igelstacheln auf Korkplatten ausgespannt und mit der
Schleimhautoberflidche auf beide Medien verbracht, fiir 24 Stunden fixiert, anschliefend nach
einem spezifisch festgelegten Entwisserungsprogramm bearbeitet und in Paraffin
ausgegossen. Nach einer Woche wurden die gewonnenen Paraffinblocke geschnitten. Diese
Schnitte wurden auf Objekttriger aufgezogen und bis zur weiteren Verarbeitung bei
Raumtemperatur gelagert. Die fiir die histologische Arbeit verwendeten Geridte und
Chemikalien finden sich in Tabelle 19. Puffer und Losungen, die zusitzlich fiir
immunhistochemische Nachweise verwendet wurden, sind unter Punkt 3.15.1 aufgefiihrt. Die
Probenentnahme fiir die histologischen- und immunhistochemischen Arbeiten erfolgte nur fiir
die Kontrollgruppe, die Gruppe der kurzkettigen OS sowie fiir die Gruppe kurzkettiger OS
und MKFS.

Herstellung der modifizierten Bouin'schen Losung:

Pikrinsdurelosung 10 % 106 ¢
Aqua dest. 2000 ml
Formolldsung 37 % 227  ml
Kupfer- II-Acetat-Losung 60 g
Aqua dest. ad 2400 ml

Bei jeder Gewebeentnahme wurden Kupfer-II-Acetatlosung sowie 37 %iges Formol frisch
zugegeben, die Losung der Pikrinsdure erfolgte in ca. 40 °C warmem Aqua dest.

Herstellung der 4 %igen Formalinlosung:

Formol 37 % 108 ml
2 x PBS 500 ml
Aqua dest. ad 1000 ml

Die Herstellung der doppelt konzentrierten PBS- Losung erfolgte durch die Vermengung von
19,1 g PBS-Pulver in einem Liter Aqua dest.

Anfertigung der histologischen Schnittpriparate

Aus den in toto fixierten Darmabschnitten wurden ca. 2cm lange und 2 cm breite
Gewebeproben zugeschnitten und in Einbettungskapseln verbracht.

Einbettung der Proben in Paraffin

Zur Einbettung der Proben in spezielles Paraffin fiir die Histologie wurden die in
Einbettungskassetten befindlichen Probenausschnitte folgendem Entwisserungsschema
ausgesetzt:

Spiilen mit Leitungswasser fiir 2 Stunden (formalinfixierte Proben)
PBS iiber Nacht (formalinfixierte Proben)

Dehydrieren in aufsteigender Alkoholreihe (70 %, 80 %, 96 %)
Entfernen des Alkohols mit Isopropanol und Xylol

Ausbettung der Gewebeproben mit 60 °C warmem Paraffin
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Das Entwisserungsprogramm fiir die in Bouin und Formalin fixierten Proben stellte sich in
gleicher Weise dar. Um die Proben von iiberschiissigem Formalin zu befreien, wurde hierbei
noch ein Spiilgang mit Leitungswasser und PBS vollzogen. Die Entwisserung in 70- und
80 %igem Alkohol erfolgte jeweils iiber zwei Tage, wobei ein tédglicher Alkoholwechsel
gewdhrleistet wurde. Die Dehydrierung in 96 %igem Alkohol und anschlieBende Kldrung in
Isopropanol (2-Propanol) und Xylol sowie die Zugabe der Proben in Paraffin erfolgte jeweils
an einem Tag. Die Gewebeschnitte wurden fiir je zwei Stunden in 96 %igem Alkohol und
Isopropanol (2-Propanol) inkubiert, folgend fiir 30 min in Xylol verbracht, welchem zuvor
96 %iges Ethanol in einem Verhiltnis von 1:1 zugesetzt wurde. Nach dreimaliger 30-
miniitiger Kldrung mit reinem Xylol wurden die Proben iiber Nacht in 60 °C warmes Paraffin
I zugegeben und am Folgetag in frisches Paraffin II und III fiir je eine Stunde iberfiihrt.
Mithilfe einer AusgieBstation wurden abschlieBend Paraffinblocke ausgegossen und diese
durch eine integrierte Metallplatte zum Erkalten gebracht.

Schneiden der Paraffinblocke

Die erkalteten Paraffinblocke wurden mit einem Schlittenmikrotom in einer Stirke von 5 um
geschnitten, in einem 40 °C warmen Wasserbad gestreckt und auf adhésive (silanisierte)
Glasobjekttriger aufgezogen. Die angefertigten Schnitte wurden zur Trocknung bei 37 °C
iiber Nacht in einem Wirmeschrank inkubiert und anschliefend bei Raumtemperatur gelagert.

3.12 Firbung der Gewebeschnitte mit Himatoxylin-Eosin

Bei der Hamatoxylin-Eosin-Féarbung handelt es sich um eine dichromatische Farbung, die sich
aus dem basischen Kernfarbstoff Himatoxylin und dem sauren Zytoplasmafarbstoff Eosin
zusammensetzt (Bock, 1989). Sie stellt in der Histologie eine Standardfidrbung dar, um eine
gute Differenzierung einzelner Zellbestandteile zu erreichen. Der Zellkern reagiert dabei
blauviolett, das Zytoplasma sowie die Muskulatur und das kollagene Bindegewebe féarben
sich rot. Das elastische Bindegewebe erhilt eine blassrosa Firbung. Die Anfirbung der
Schnitte erfolgte nach entsprechendem Férbeprotokoll:

(1) Entparaffinierung und Rehydrierung der Schnitte:

e Xylol!I 15 min
e Xylol II 15 min
e [sopropanol 3 min
® 96 % Alkohol 3 min
e 80 % Alkohol 3 min
e 70 % Alkohol 3 min
e Spiilen in Aqua dest. 2 min

Vor jeder Farbereihe mussten die Schnitte zuerst in Xylol entparaffiniert und in einer
absteigenden Alkoholreihe (96 %, 80 %, 70 %) rehydriert werden.

(2) Farbung mit Hamalaun-Eosin
e Firben mit Himalaun sauer nach Mayer 10 min

¢ Bliuen mit flieBendem Leitungswasser 10 min
e Firben mit 1 %igem Eosin in Aqua dest. 3 min
e Spiilen mit Aqua dest. 20-30 sek

Der 1 %igen Eosin-Gebrauchslosung (1 g Eosin in 1000 ml Aqua dest.) wurden an jedem
Farbetag fiinf Tropfen Eisessig zugefiihrt.

(3) Entwisserung der Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe
e 70 % Alkohol 3 min
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e 80 % Alkohol 3 min
® 96 % Alkohol 3 min
e [sopropanol 2 min
e Xyloll 5 min
e Xylol II 5 min

(4) Eindecken mit dem Einbettmedium Histokitt

Das Eindecken mit Histokitt erfolgte ohne vorheriges Abtrocknen direkt aus dem Xylol
heraus.

3.13 Immunhistochemischer Nachweis jejunaler CD3*-IEL

Mithilfe der Immunhistochemie ist es moglich, durch eine Antikorperreaktion gezielt Proteine
(Epitope) im Gewebeschnitt zu detektieren. Dieser Nachweis beruht auf der Affinitédt primérer
Antikorper zu bestimmten Epitopen als eine Antigen-Antikorper-Reaktion. Eine
anschliefende Visualisierung kann durch verschiedene Detektionssysteme dargestellt werden.
Prinzipiell wird dabei zwischen einer direkte und einer indirekten Methode unterschieden.
Folgend soll nur die hier verwendete indirekte Methode (Zwei-Schritt-Methode) niher
beschrieben werden. Bei dieser Methode bindet ein spezifischer Primérantikdrper an das zu
untersuchende Antigen (Epitop). In einem zweiten Schritt wird ein enzymgekoppelter
Sekundirantikorper, welcher sich gegen den Primirantikorper richtet, aufgetragen und iiber
eine Enzym-Substrat-Reaktion (Umsetzung eines farblosen Chromogens) wird eine
Farbentstehung ausgelost. Der dazu verwendete monoklonale Antikorper PPT3 (Tab. 18)
richtet sich gegen die Epsilonketten des CD3-Proteinkomplexes, dieser ist mit dem T-Zell-
Rezeptor assoziiert und wurde fiir die Markierung CD3 positiver intraepithelialer
Lymphozyten des mittleren Jejunums verwendet. Die fiir die immunhistochemischen
Nachweise verwendeten Gerite und Chemikalien sind in Tabelle 19 aufgefiihrt. Puffer und
Losungen, die zusitzlich fiir die histologische Aufarbeitung genutzt wurden sind unter Punkt
3.13.1 aufgefiihrt.

Tabelle 18: Fir den immunhistochemischen Nachweis CD3*-IEL verwendete

Primédrantikorper
Name / Klon Donor/Isotyp Spezifitit Konzentration Hersteller
(ng/mb)
PPT3 Maus/IgG Porcines CD3¢ 5 SouthernBiotech,
(monoklonal) Birmingham,

USA

Anti-Mouse Maus/IgG; Keine' 2 DAKO,

IgG, Isotypenkontrolle Golstrup,
Dianemark

1) Isotypenkontrolle, Uberpriifung der spezifischen Bindung des Primirantikorpers
2) die Proteinkonzentration wurde auf die des spezifischen Antikorpers (PPT3) eingestellt.

Alle verwendeten Primérantikdrper (Tab. 18) wurden bis zum Erreichen einer
reaktionsspezifischen Proteinkonzentration mit 1 % BSA (bovines Serumalbumin) in PBS
verdiinnt (1 g bovines Serumalbumin Pulver wurde mit 100 ml PBS versetzt). Die Etablierung
eines reaktionsspezifischen, immunhistochemischen Nachweisprotokolls erfolgte zu Beginn
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an den mittels Bouin und Formalin fixierten Paraffinschnitten des mittleren Jejunums eines
gleichen Kontrolltieres. Um den Ausschluss falsch positiver Ergebnisse zu gewihrleisten,
wurden im Zuge eines jeden Reaktionsdurchgangs zusitzliche Priparate mitgefiihrt. Diese
wurden lediglich mit dem Verdiinnungsmedium (1 % BSA in PBS) bzw., um die spezifische
Bindung des Primérantikorpers zu iiberpriifen (Isotypenkontrolle), mit einem irrelevanten,
nicht reaktiven Kontrollantikérper (Tab. 18) gleicher Proteinkonzentration benetzt.

Jeder Reaktionsdurchlauf erstreckte sich iiber zwei Tage nach folgender Behandlung:

1. Tag

Entparaffinierung
. Xylol I 10 min
. Xylol IT 10 min
. Isopropanol 2 min
o 96 % Alkohol 2 min
o 196 ml 80 % Alkohol + 4 ml H,O, (30 %) 30 min

Der Zusatz von H,0, (Wasserstoffperoxid) erfolgte zur Inaktivierung endogener Peroxidasen
(z. B. in Hiamoglobin und Myoglobin) zur Minderung einer unspezifischen
Hintergrundfdrbung, da das fiir die Farbmarkierung verwendete Chromogen durch eine an
anti-Maus IgG- gekoppelte Peroxidase im zweiten Schritt oxidiert wird.

° 70 % Alkohol 2 min
° 3 x PBS 5 min

Demaskierungsmethoden

Eine Formalinfixierung kann zur Bildung von Schiffschen Basen mit den freien
Aminosdurenreste der Polypetidketten fithren und bewirkt iiber diese Proteinquervernetzung
eine Maskierung des nachzuweisenden Proteins (,,Epitopmaskierung®). Dieser Vorgang kann
falsch negative immunhistochemischen Ergebnisse bewirken und bedarf einer zusitzlichen
Aufbereitung der Gewebeschnitte. Grundsitzlich gibt es zwei Moglichkeiten diese
Verbindungen zu 16sen: durch Proteolyse (enzymatisch) oder durch die Zufuhr von Wirme.
In dieser Arbeit wurden beide Methoden getestet.

Proteolyse mit Demaskierungslosung P

Dabei handelte es sich um fertige 0,1 %ige Pronaselosung (Demaskierungslosung P), die bis
zur Benetzung der Schnitte ein bis zwei Tropfen aufgetragen wurde. Die Inkubationszeit
betrug 10 bzw. 20 oder 30 min.

Wirmebehandlung mit Zitratpuffer

Die Inkubation der Schnitte im Zitratpuffer erfolgte bei 96-98 °C fiir 30 min. Die Herstellung
des Zitratpuffers erfolgte aus zwei verschiedenen Stammlosungen (Hornickel, 2009):

Stammlosung A (0,1 M Zitronensdurelosung):

Zitronensdure 21 g
Aqua dest. 1000 ml
Stammlosung B (0,1 M Na-Citratlosung):

Na-Citrat 294 ¢
Aqua dest. 1000 ml
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AbschlieBend wurden 18 ml der Stammldsung A in 82 ml der Stammldsung B verbracht und
mit 1000 ml Aqua dest. gemischt.

Nach jedem Vorbehandlungsschritt wurden die Schnitte fiir 3 x 5 min in PBS gewaschen.

Antikorperreaktion

Die Inkubation der Primérantikorper erfolgte iiber Nacht bei 4 °C im Kiihlschrank. Zuvor
wurden die Schnitte mit normalem Ziegenserum vorbereitet. Fiir diesen Schritt wurde
normales Ziegenserum 1:5 verdiinnt (500 pl Ziegenserum + 2000 pl PBS) und fiir 20 min auf
die Schnitte aufgetragen. Ziegennormalserum bindet bei dieser Reaktion elektrostatisch freie
Proteingruppen und verhindert dabei unspezifische Antikdrper Bindungen. Anschlieend
wurde das Ziegenserum abgeklopft und der monoklonale Antikérper PPT3 bzw. die
Isotypenkontrolle oder lediglich das Verdiinnungsmedium aufgetragen. Sédmtliche
Reaktionsabldufe erfolgten in einer feuchten Kammer, diese wurde mit nassen (Aqua dest.)
Zellstofftiichern ausgelegt und schiitzte das Gewebe vor Austrocknung.

2. Tag
Nachweisreaktion

Fiir die Visualisierung und somit dem Nachweis einer erfolgreichen Immunreaktion wurden
simtliche Reaktionskomponenten aus dem Envision® (Maus) System von DAKO eingesetzt.
Zuvor wurden die Schnitte 3 x fiir 5 min mit PBS gespiilt, um nicht gebundenen Antikorper
zu entfernen. Der aus diesem System verwendete Sekunddrantikorper-Dextran-Polymer-
Komplex wurde fiir 45 min auf die Schnitte pipettiert und in einer feuchten Kammer
inkubiert. Im Anschluss folgte eine wiederholte 3 fache Waschung mit PBS und Sminiitige
Inkubation mit dem Chromogen 3,3' Diaminobenzidin (DAB), welches zuvor frisch verdiinnt
wurde (10 ul DAB + 1000 ul HRP Substrat Puffer). DAB wird bei erfolgreicher Antigen-
Primérantikorper Bindung durch die am Dextran-Polymer gebundene Meerrettichperoxidase
(HRP, engl. Horseradish Peroxidase) des Sekundirantikorper-Komplexes und in Gegenwart
von H,O,, welches die Reaktion katalysiert, in ein braunes, unldsliches Prézipitat umwandelt.
Diese spezifische Farbung gilt als Indikator fiir einen indirekten Nachweis des an den
Antikorper gebundenen Epitops (Zwei-Schritt-Methode). Nach Ablauf der Inkubationszeit
erfolgte eine wiederholte Spiilung mit PBS fiir 5 min sowie mit flieBendem Wasser (10 min).

Kerngegenfirbung mit Himalaun
Nach dem letzten Spiilgang erfolgte eine Kerngegenfarbung mit Hdmalaun sauer nach Mayer
fiir 40 sek und anschlieBender Blauung unter flieBendem Wasser fiir 10 min.

Entwisserung

Zur Entwisserung durchliefen die Schnitte eine aufsteigende Alkoholreihe (70 %, 80 %, 96 %
und Isopropanol), wobei sie fiir 2 min in jeder Konzentrationsstufe verblieben. Nach einer
Verweildauer von 2 x 5 min in Xylol erfolgte das Eindecken mit Histokitt®.
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3.13.1 Puffer und L osungen fiir histologische- und immunhistochemische Arbeiten

Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS), Stammlosung 20 x:

. NaCl 160 ¢
o NaH,PO, x 2H,0 38,03 ¢
L4 K>HPO, 4,9 g
. Aqua dest. ad 1000 ml

Herstellung von 1 fach PBS:
. Stammlosung 50 ml
. Aqua dest. 950 ml
Der 1 x PBS-Puffer hatte einen pH-Wert von 7,4 und wurde bei 4 °C gelagert.

Herstellung von 80 % Alkohol:
. 96 % Alkohol 833 ml
. Aqua dest. 167 ml
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Tabelle 19: Fiir die histologische und immunhistochemische Aufarbeitung genutzten Gerite

und Chemikalien

Bezeichnung Hersteller Ort, Staat
EC-350 Paraffin-Ausgiefstation Fa. Microm Walldorf, Deutschland
Grundschlittenmikrotom, Typ 1400 Fa. Leitz Wetzlar, Deutschland

Heraeus® Trockenschrank T5042
Rotilabo® Einbettkassette Makro

Magnet-Heizriihrer, RH-KT/C

Deckglaser, 24 x 50 mm
Histobond®, Marienfeld

Heraeus electronic
Carl Roth GmbH&Co.KG

IKA Labortechnik GmbH&Co.KG

VWR International
Marienfeld GmbH

Hanau, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland

Staufen, Deutschland

Darmstadt, Deutschland
Lauda-Konigshofen, Deutschland

Paraplast McCormick Scientific, LLC St. Louis, USA
Albumin Fraktlgtzgn(;/ » bovine, pulv. Sigma-Aldrich Biochemie GmbH Hamburg, Deutschland
0

Himalaun nach Mayer Carl Roth GmbH&Co.KG Karlsruhe, Deutschland
Eosin Merck Darmstadt, Deutschland
Xylol Fa. Medite Burgdorf, Deutschland

96 % Alkohol, vergillt mit
Methylethylketon (MEK) Carl Roth GmbH&Co.KG Karlsruhe, Deutschland
2-Propanol Carl Roth GmbH&Co.KG Karlsruhe, Deutschland
70 % Alkohol Carl Roth GmbH&Co.KG Karlsruhe, Deutschland
Roti®-Histokitt Carl Roth GmbH&Co.KG Karlsruhe, Deutschland
37 % Formol Carl Roth GmbH&Co.KG Karlsruhe, Deutschland
Pikrinsdure Merck Darmstadt, Deutschland
Kupfer (IT)-Acetat- monohydrat J.T. Baker Deventer, Niederlande

PBS (Phosphate Buffered Saline
Substance Dulbecco's)
Dako EnVision+System-HRP,

Serva Elektrophoresis

Heidelberg, Deutschland

Mouse (K4007) Fa. Dako Golstrup, Didnemark
Normales Ziegenserum u
(Normal Goat Serum) Fa. Dako Golstrup, Didnemark
Wasserstoffperox@;d 30 % Carl Roth GmbH&Co.KG Karlsruhe, Deutschland
Rotipuran
Demaskierungslosung P Biologo Kronshagen, Deutschland
Citronensiure Carl Roth GmbH&Co.KG Karlsruhe, Deutschland
Tri-Natriumcitrat-Dihydrat Carl Roth GmbH&Co.KG Karlsruhe, Deutschland
Natriumchlorid Merck Darmstadt, Deutschland
Natrlumdlh}{drogenp hosphat- Merck Darmstadt, Deutschland
Dihydrat
di-Kaliumhydrogenphosphat Merck Darmstadt, Deutschland

3.14 Dokumentation und Auswertung der histologischen und immunhistochemischen

Analysen

Die Liangenmessungen der Diinndarmzotten- und Krypten erfolgten an den formalinfixierten
und HE-gefdrbten Paraffinschnitten des mittleren Jejunums bei 40 facher VergroBBerung. Die
Quantifizierung der CD3'-IEL wurde an den mit Zitratpuffer vorbehandelten
immunhistochemischen Schnitten bei 400 facher Vergrolerung durchgefiihrt. Die
Auswertung erfolgte durch ein Lichtmikroskop (Photomikroskop Ill, Fa. Zeiss, Deutschland)
mithilfe einer digitalen Mikroskopkamera (DP 72, Fa. Olympus, Deutschland) und mit dem
dazugehorigen Analyseprogramm (Cell Sense Software, Fa. Olympus, Deutschland). Pro Tier
und Darmabschnitt wurden je vier Schnitte ausgewertet, wobei pro Schnitt fiinf Zotten und
Krypten vermessen bzw. die in den Zotten CD3" gefiirbten IEL gezihlt wurden. Die
morphometrische Analyse erfolgte durch eine einfache Blindbestimmung bzw. die Zihlung
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der CD3" markierten IEL durch eine doppelte Blindbestimmung. Die Durchfithrung der
Blindbestimmungen erfolgte durch die vorherige Kodierung der spezifischen Tiernummer
durch fortlaufende Probennummern. Zur Gewihrleistung der Objektivitit geschah dies durch
eine Person, fiir die die Versuchsdidten unbekannt waren. Zur statistischen Auswertung
konnten, aufgrund der schlecht erhaltenen Darmmorphologie, lediglich sechs Tiere pro
Gruppe miteinbezogen werden.

Bestimmung der Zottenlidnge

Zur Auswertung wurden nur vollstindig und gerade erfasste Zotten herangezogen. Die Linge
der Zotten wurde dabei definiert als Lénge einer Linie zwischen der Zottenspitze und
Zottenbasis. Das Niveau des Offnungsbereiches der Krypten galt dabei als Zottenbasis.

Bestimmung der Kryptentiefe

Nur unverzweigte Krypten wurden in der Messung miteinbezogen. Als Tiefe der Krypten
wurde die Verbindungslinie zwischen Kryptendffnung und Kryptenbasis definiert.

Es wurden nur die Bereiche der Gewebeschnitte ausgewertet, in denen die Schleimhaut nicht
aufgefaltet, sondern parallel zur Tunica muscularis verlief, da ansonsten verdnderte
Kontraktionszustinde der Lamina muscularis mucosae eine Verzerrung der Zotten- und

Kryptenldnge bedingen. In Abbildung 2 findet sich die schematische Darstellung der
Messbereiche zur Bestimmung der Zottenlidnge und Kryptentiefe.

Lamina epithelialis mucosae

Lamina propria mucosae

Lamina muscularis mucosae

ails. - = N

Abbildung 2: Darstellung der Diinndarmschleimhaut und schematische Markierung der
Bestimmung von Zottenlinge und Kryptentiefe am mittleren Jejunum eines 53 Tage alten
Ferkels (LM, HE, 4 x ); ZS=Zottenspitze, ZB=Zottenbasis, K=Darmkrypte
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Quantifizierung der CD3*-IEL

Die Erhebung der CD3*-IEL erfolgte nur an vollstindigen und intakten Darmzotten. Die
Angaben zur Zellzdhlung bezogen sich auf 100 Enterozyten und diente teilweise einem
Vergleich der Quantifizierung CD3"-IEL mithilfe der Durchflusszytometrie (Punkt 3.17).

3.15 Nachweis IEL mittels Durchflusszytometrie

Bei der fluoreszenzaktivierten Zellanalyse (FACS = Fluorescence Activated Cell Sorting) ist
nicht nur das Zihlen und die Differenzierung bestimmter Zellen méglich, sondern auch das
exakte Sortieren durch die zuvor durchgefiihrte Markierung mittels Fluoreszenzfarbstoffen.
Die auf diese Weise markierten Zellen werden an einem monochromatischen Laserstahl
geeigneter Wellenldnge vorbeigeleitet und das von den Zellen abgestrahlte Licht, wird von
Photodetektoren  detektiert und von Photomultipliern verstdrkt. Die emittierte
Photonenkonzentration verhélt sich proportional zur Menge an gebundenen Antikorper. Die
Grundlage dieses Verfahrens basiert, wie bei der Immunhistochemie, auf einer Antigen-
Antikorperreaktion. Die Phinotypisierung der verschiedenen IEL-Populationen erfolgte
anhand ihrer Oberflichenmolekiile (Tab. 1, Literaturkapitel (2.3.1)), die dazu verwendeten
Primérantikorper befinden sich in Tabelle 20. Die in dieser Arbeit verwendeten
Sekundérantikorper waren fiir den Nachweis des gebundenen Primirantikorpers mit dem
Fluoreszenzfarbstoff FITC bzw. PE markiert (Tab. 21). Die Quantifizierung der CD3"-IEL
diente mitunter zum methodischen Vergleich der Quantifizierung der CD3*-IEL durch das
immunhistochemische Nachweisverfahren. Hierfiir wurde auch bei den
durchflusszytometrischen Arbeiten der gleiche Primérantikorper PPT3 verwendet, dieser
konnte jedoch aus organisatorischen Griinden nur bei den Tieren der zweiten und dritten
Versuchsreihe eingesetzt werden. Die fiir die durchflusszytometrischen Analysen verwendete
Gerite und Chemikalien sind in Tabelle 22 aufgelistet.

Tabelle 20: Fiir die Phinotypisierung IEL verwendeten Primérantikorper

Primérantikorper Donor/Isotyp Spezifitit Verdiinnung Hersteller
(Name / Klon)
PPT3! Maus/IgG Porcines CD3¢ 1:200 SouthernBiotech,
Birmingham,
USA
CD2 Maus/1gGa, Porcines CD2 1:200 VMRD, Inc.,
Pullman, USA
PGBL22A? Maus/IgG; Po-TcR1-N4, 1:100 VMRD, Inc.,
bindet an 0- Pullman, USA
Kette
PG164A Maus/IgGa, Porcines CD8B  1:100 VMRD, Inc.,
Pullman, USA
G7 (CD16) Maus/IgG; Porcines CD16  1:100 Acris Antibodies,
Herford,
Deutschland
CD5 Maus/IgG; Porcines CD5 1:100 VMRD, Inc.,

Pullman, USA

'der Klon PPT3 wurde auch fiir den immunhistochemischen Nachweis verwendet. “Primirantikorper
zum Nachweis von y8" T-Zellen.
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Tabelle 21: Fiir die Phinotypisierung der IEL verwendete Sekundirantikorper

Sekundirantikorper' Primirantikérper Verdiinnung Farbstoff

Goat Anti-Mouse PPT3 1:100 FITC
IeG,'
Goat Anti-Mouse CD2 1:100 FITC
Goat Anti-Mouse PGBL22A 1:200 PE
IgGll
Goat Anti-Mouse CD8f 1:100 FITC
Goat Anti-Mouse G7 (CD16) 1:200 PE
IgGll
Goat Anti-Mouse CD5 1:200 PE
IgGll

'die verwendeten Sekundirantikorper wurden von der Fa. SouthernBiotech,
Birmingham, USA hergestellt, FITC = Fluoresceinisothiocyanat; PE = Phycoerythrin

Aufarbeitung der Darmproben

Aus dem mittleren Jejunum wurde ein mind. 20 cm langes Stiick (ohne Peyersche Platten)
entnommen und unverziiglich in PBS {iiberfiihrt. Das Darmstiick wurde an einem Ende mit
einem Bindfaden abgebunden und invertiert, die Darmschleimhaut wurde dabei nach au3en
gestiilpt und der abgebundene Darm mit PBS befiillt. Die Darmproben wurden in 70 ml
HBSS-DTT-Medium iiberfiihrt und fiir 5 min bei 37 °C in einen Schiittelinkubator verbracht.
Im Anschluss wurde das Medium verworfen und das Darmstiick in 100 ml frischem HBSS-
EDTA-Medium inkubiert und fiir 35 min bei 37 °C und 110 Rotationen/min geschiittelt. Der
Darm wurde folgend in frisches HBSS-EDTA-Medium iiberfiihrt und der gleichen
Behandlung erneut unterzogen. Die aus jeder EDTA-Inkubation gewonnene Zellsuspension
wurde jeweils iiber eine Gaze in ein 50 ml Falcon-Rohrchen geleitet und bei 600 xg fiir
10 min bei 4 °C abzentrifugiert. Die zwei so gewonnenen Zellpellets wurden einzeln in 4-8 °C
kaltem RPMI-Medium (ca. 10 ml) resuspendiert und vereinigt. Der so zusammengefiihrten
Zellsuspension (20 ml) wurde 50 pul DNase (1 mg/ml) zugegeben und diese anschlie3end bei
37 °C fiir 5 min inkubiert. Danach erfolgte eine wiederholte Zentrifugation unter den bereits
beschriebenen Bedingungen. Das Pellet wurde dann mit ca. 15-30 ml Percoll (25 %ig) in
Suspension gebracht und bei Raumtemperatur fiir 20 min bei 600 xg zentrifugiert. Der
Uberstand, welcher restlichen Mukus und tote Zellen enthielt, wurde verworfen und das
freigelegte Zellpellet wurde unverziiglich in 4-8 °C kaltes RPMI-Medium aufgenommen. Die
Zellen wurden nochmals bei 4 °C und 300 xg fiir 10 min zentrifugiert und im Anschluss
wurde eine 5-10 fache Menge an Lysis-Puffer (Ammoniumchloridlosung) zugegeben, 5 min
bei Raumtemperatur inkubiert und unter gleichen Bedingungen erneut abzentrifugiert. Die
Zellen wurden abschliefend in 5 ml RPMI-Medium aufgenommen und fiir die FACS-
Firbungen 100 pl (1 x 10° Zellen) eingesetzt.

Herstellung der benotigten Medien und Puffer:
HBSS-DTT-Medium (500 ml):

HBSS (Hanks' Balanced Salt Solution ohne CaCl, und MgSQOy)
1,4-Dithiothreitol (DTT) 2 mM

Hepes 001 M
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HBSS-EDTA-Medium (500 ml):
HBSS (ohne CaCl, und MgSQOy,)

EDTA 1 mM
Hepes 1 mM
Lyse-Puffer (Ammoniumchlorid-Losung):

NH.Cl 155 mM
KHCO;3 10 mM
EDTA 0,1 mM

Percoll (90 %):

10 x HBSS 10 ml
NaHCO; 0,175 ¢
Percoll 90 ml

Das verwendete 10 x HBSS-Medium enthielt kein NaHCO;3; CaCl, und MgSOs Die
Herstellung von 90 %igem Percoll diente als Ausganglosung fiir die Herstellung der 25 %igen
Gebrauchslosung

Percoll 25 %):
HBSS (ohne CaCl, und MgSOy) 43,34 ml
Percoll (90 %) 16,66 ml

Auswertung der FACS-Daten

Die Auswertung der gemessenen Daten erfolgte mit dem Computerprogramm CellQuest pro®
(Tab. 22), wobei als Darstellungen das Streudiagramm (Density Plot) gewéhlt wurde. Mithilfe
des Streudiagramms konnen einzelne Zellpopulationen anhand verschiedener Merkmale wie
Morphologie, aber auch Bindung von Antikdrpern voneinander abgegrenzt und weiter
untersucht werden. Die Angaben der Auswertung erfolgten als Anteil (%) der exprimierten
Oberflichenmolekiile auf IEL des mittleren Jejunums bezogen auf die gesamte
Lymphozytenfraktion bzw. auf die mikroskopisch gezihlte Gesamtanzahl (Mittelwert aus
beiden Blindbestimmungen) CD3" markierter IEL (absolute Anzahl).
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Tabelle 22: Fiir die durchflusszytometrischen Analysen bendtigten Gerite und Materialien

Bezeichnung Hersteller Ort, Staat
Heraeus®Megafuge®1.0R Thermo Scientific Karlsruhe, Deutschland
MaxQShakers Fisher Scientific GmbH Schwerte, Deutschland
FACS Calibur® Becton Dickinson Bioscience San José, USA
CellQuest pr0® Becton Dickinson Bioscience San José, USA

FACS-Rohrchen

Sefar Nitex (120pm Nilon Netz)
HBSS
EDTA > 99 %
(Ethylendiamintetraessigsédure)
1,4-Dithiothreitol >99 %
Instamed 9.55 g/L. PBS Dulbecco
w/0 Ca®*, Mg**
RPMI, 1640-Medium
Percoll™
DNAse
Hepes Pufferan® >99 %
Suprapur Ammoniumchlorid 99,995
(NH,CI)
Kaliumhydrogencarbonat > 99 %,
Ph.Eur. (KHCO5)

Falcon (Becton Dickinson)

Sefar AG
Biochrom AG

Carl Roth GmbH&Co.KG
Sigma-Aldrich Biochemie GmbH
Biochrom AG

Biochrom AG
GE Healthcare Bio Science
Sigma-Aldrich Biochemie GmbH
Carl Roth GmbH&Co.KG

Merck

Carl Roth GmbH&Co.KG

Franklin Lake, USA

Heiden, Schweiz
Berlin, Deutschland

Karlsruhe, Deutschland
Hamburg, Deutschland
Berlin, Deutschland

Berlin, Deutschland
Uppsala, Schweden
Hamburg, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland

Darmstadt, Deutschland

Karlsruhe, Deutschland
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3.16 Statistische Auswertungen

Die statistische Auswertung wurde mithilfe des Programms SPSS 19.0 (SPSS Inc., Chicago
lllinois, USA) durchgefiihrt. Die Daten wurden mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test (mit
Signifikanzkorrektur nach Lilliefors) auf Normalverteilung iiberpriift. Normalverteilte Daten
wurden durch den Mittelwert und Standardabweichung beschrieben und dargestellt. Fiir die
nicht normalverteilten Daten erfolgte die Ermittlung des Median sowie von Minimum und
Maximum.

Bei Normalverteilung der Daten basierte der Nachweis einer moglichen Beeinflussung der
erhobenen Parameter durch mittelkettige Fettsduren bzw. organische Sduren sowie durch die
Interaktion beider Faktoren auf einer zweifaktoriellen Varianzanalyse (allgemeines lineares
Modell). Die Nullhypothese, dass keine signifikanten Unterschiede zwischen zwei
Versuchsgruppen existierten, wurde verworfen, sofern sich die
Uberschreitungswahrscheinlichkeit (p-Wert) p < 0,05 ergaben. Um in diesem Fall vorliegende
Gruppenunterschiede festzustellen, erfolgte anschlieend die Anwendung des LSD-Tests als
Post-Hoc-Signifikanztest. Die Uberschreitungswahrscheinlichkeit (p-Wert) wurde mit p <
0,05 als signifikant und mit p < 0,10 als tendenziell angesehen.

Bei nicht normalverteilten Daten wurde ein Kruskal-Wallis-Test durchgefiihrt sowie bei
Vorliegen des Signifikanzniveaus p < 0,05 ein Signifikanztest nach Wilcoxon-Mann-Whitney
angeschlossen. Die Parameter D-, L- und Gesamtlaktat sowie die Konzentrationen der
mittelkettigen- und kurzkettigen Fettsduren (prozentualer Anteil) variierten hinsichtlich ihres
Verteilungsverhaltens in den verschiedenen Abschnitten des Gastrointestinaltrakts. Da
tiberwiegend keine Normalverteilung der Daten vorlag und um die Vergleichbarkeit der
Ergebnisse zu gewihrleisten, wurde hier auf die bereits beschriebenen nichtparametrischen
Testverfahren zuriickgegriffen.

Aufgrund der Gruppenanzahl konnte fiir die histologischen, immunhistochemischen und
durchflusszytometrischen Nachweise keine zweifaktorielle Varianzanalyse durchgefiihrt
werden. Bei Normalverteilung dieser Daten erfolgte anschlieBend die Anwendung einer
einfaktoriellen Varianzanalyse sowie als Post-Hoc-Signifikanztest der LSD-Test.
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4. Ergebnisse

Zunichst sollen die Ergebnisse der Futtermitteluntersuchungen dargestellt werden, gefolgt
von der biologischen Leistung der Versuchsferkel und den Ergebnissen der Analysen aus dem
gewonnenen Sektionsmaterial. Die Erhebungen der Leistungsparameter erfolgten anhand der
Daten von 94 Versuchstieren. Der versuchsbedingte Sektionsvorgang wurde an jeweils drei
Tieren pro Gruppe und Durchgang durchgefiihrt. Im Anschluss erfolgt die Darlegung der
Ergebnisse aus den durchgefiihrten Digestauntersuchungen aus den verschiedenen
Lokalisationen des Verdauungstrakts, wobei an dieser Stelle darauf hingewiesen wird, dass
aufgrund der geringen Chymusmengen aus den verschiedenen Abschnitten des Duodenums
D1 (Pars cranialis), D2 (Pars descendens) und D3 (Pars ascendens) lediglich die Bestimmung
des pH-Wertes sowie die Messung der Konzentrationen der MKFS (C:8 und C:10)
durchgefithrt werden konnten. Rektumchymusproben fiir die Bestimmung der
Trockensubstanz und der Gesamtverdaulichkeit wurden nur aus den Tieren der zweiten und
dritten Versuchsreihe entnommen. Die Konzentrationsbestimmung der mittelkettigen
Fettsauren Caprylsdure (C:8) und Caprinsdure (C:10) erfolgte aus den vorderen
Verdauungstraktabschnitten (Magen, D1, D2, D3 und Jejunum). Die Quantifizierung der
Enterobakterien, Laktobazillen sowie der qualitative und quantitative Nachweis
vorkommender E. coli-Pathogenititsfaktoren erfolgte aus der Digesta von sechs Tieren pro
Gruppe, diese wurden randomisiert ausgewihlt.

AbschlieBend erfolgt die Beschreibung der histologischen und immunhistochemischen
Befunde sowie die Darstellung der durchflusszytometrischen Untersuchungen der
Kontrollgruppe, der Gruppe KOS und der Gruppe KOS und MKFS.

4.1 Versuchsdiiten

In der vorliegenden Studie kamen vier verschiedene Mischfuttermittel (Tab. 6, Punkt 3.3)
zum Einsatz, die einer einheitlichen Grundmischung entstammten. Alle Futtermittelanalysen
erfolgten fiir jeden Durchgang separat. Die Ergebnisse der Analysen der Zusammensetzung
sind in Tabelle 23 bzw. Tabelle 24 dargestellt und werden als Mittelwerte einer Futtervariante
angegeben.
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Tabelle 23:  Rohnihrstoff-,  Mineralstoff- und  Spurenelementgehalte  sowie
Siurebindungskapazitiit der eingesetzten Mischfuttermittel (Mittelwert")

Gruppe
- KOS + KOS
- MKFS + MKFS - MKFS + MKFS
Trockensubstanz 888,8 889.,9 887,5 888,6
(g/kg uS)
Rohasche 62,9 64,5 64,5 67,3
(g/kg TS)
Rohprotein 207,3 205,3 202,6 204,0
(g/kg TS)
Rohfett 61,2 58,5 59,1 62,3
(g/kg TS)
Rohfaser 46,5 47,4 49,5 50,3
(g/kg TS)
Kalzium 9,7 9,6 9,6 9,8
(z/kg TS)
Phosphor 5,5 5,4 5,5 5,5
(g/kg TS)
Natrium 2,6 2,8 2,8 2,9
(g/kg TS)
Kalium 8,1 8,2 8,1 8,0
(g/kg TS)
Magnesium 1,6 1,6 1,6 1,6
(g/kg TS)
Eisen 451 462 445 467
(mg/kg TS)
Zink 142 139 130 128
(mg/kg TS)
Kupfer 114 122 123 126
(mg/kg TS)
Chrom 3,6 3,8 3,7 3,9
(z/kg TS)
Pufferkapazitit 545 515 510 495
(mEg/kg)

KOS = kurzkettige organische Sduren (Fumar- und Milchsdure); MKFS = mittelkettige Fettsduren (Capryl- und
Caprinsiure); TS = Trockensubstanz; uS = urspriingliche Substanz; mEq = Milliequivalent; 'Mittelwert aus den
Untersuchungsergebnissen der drei Versuchsreihen

Tabelle 24: Analysierte Konzentrationen der zugesetzten Futterzusatzstoffe in den
Versuchsdiiten (Mittelwertl)

Gruppe
- KOS + KOS
g/kg TS - MKFS + MKFS - MKFS + MKFS
L-Laktat 0,45 0,29 3,97 3,74
D-Laktat 0,09 0,12 0,13 0,11
Fumarsiure <0,50 <0,50 4,16 4,15
Caprylsdure 0,09 0,56 0,12 0,67
Caprinsdure 0,06 0,48 0,08 0,52

KOS = kurzkettige organische Sduren (Fumar- und Milchsdure); MKFS = mittelkettige Fettsduren (Capryl- und
Caprinsiure); "Mittelwert aus den Untersuchungsergebnissen der drei Versuchsreihen
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4.2 Gesundheitsbeurteilung

In allen drei durchgefiihrten Versuchsreihen konnten keine Unterschiede hinsichtlich der
gesundheitlichen Parameter und der Durchfallinzidenz mittels des Bonitierungsschliissels
zwischen den Gruppen ermittelt werden. Daher wurde auf eine weitere Darstellung an dieser
Stelle verzichtet. Die nach dem Bewertungsschema fiir jeden Gesundheitsparameter
zusammengefassten Ergebnisse der einzelnen Fiitterungsgruppen finden sich im Anhang
(Tab. 44).

In der zweiten Versuchsreihe musste der Verlust eines Ferkels der Versuchsgruppe MKFS
verzeichnet werden, dieses war bereits am Tage der Einstallung durch Atemwegs- sowie
Herz-Kreislauf-Probleme und einer geringeren Lebendmasse auffillig. Dieses Tier wurde in
der ersten Fiitterungswoche aus dem Versuch genommen.

4.3 Zootechnische Parameter

In allen drei Versuchsreihen wurden jeweils zwei Ferkel in einer Bucht zusammengehalten,
diese wurden bei der Auswertung der zootechnischen Parameter als eine Versuchseinheit
angesehen. Fiir jede Versuchsreihe wurden die Daten fiir je vier Flatdecks pro Gruppe
erhoben bzw. im zweiten Durchgang fiir die Gruppe MKFS, durch den Ausschluss einer
Versuchseinheit (siehe Punkt 4.2), lediglich drei Flatdecks.

4.3.1 Futteraufnahme und Futteraufwand

Die mittlere tdgliche Futteraufnahme der Ferkel am Ende der einzelnen Versuchswochen und
iiber den gesamten Versuchszeitraum ist in Tabelle 25 dargestellt. Unabhingig von der
Gruppenzugehorigkeit begannen die Ferkel bereits am Tag der Einstallung bzw. zu Beginn
des ersten Versuchstages mit der Futteraufnahme. Die Aufnahme des Futters wurde nicht
deutlich durch die Futterzusatzstoffe beeinflusst. In der dritten Versuchswoche lag die
mittlere tdgliche Futteraufnahme der Ferkel bei Zusatz MKFS tendenziell (p = 0,093) hoher,
verglichen mit den Tieren, die entweder das Basisfutter oder ausschlieBlich KOS {iber das
Futter erhielten. Der Futteraufwand (Tab. 26) iiber die gesamte ad libitum-Fiitterungsphase
wurde durch den Zusatz von MKEFS signifikant (p = 0,009) beeinflusst, wobei sich der
mittlere Futteraufwand der Kontrollgruppe deutlich iiber demjenigen der Gruppe MKFS bzw.
tendenziell iiber demjenigen der Gruppe MKFS und KOS befand. Der Futteraufwand
innerhalb der einzelnen Versuchswochen blieb indes unbeeinflusst.

4.3.2 Lebendmasse und Lebendmassezunahme

Die Ferkel aller Versuchsreihen wurden randomisiert auf die Versuchsgruppen verteilt. Zu
Beginn der Studie befand sich die Lebendmasse der Ferkel insgesamt, iiber alle drei
Versuchreihen, in einer Spanne von 5,1 bis 8,7 kg, lediglich eines der Tiere aus dem ersten
Versuchsdurchgang wies ein geringeres Eingangsgewicht auf (4,86 kg). Bereits nach der
ersten Fiitterungswoche konnte eine Zunahme der Lebendmasse aller Tiere verzeichnet
werden. Die mittleren FEinstallgewichte sowie die wochentlich erhobenen mittleren
Lebendmassen der Ferkel der verschiedenen Gruppen sind in Tabelle 27 zusammengefasst.
Die Erhebung der mittleren Lebendmasse zum Ende jeder einzelnen Fiitterungswoche und
tiber den gesamten ad libitum-Fiitterungszeitraum differierte nicht zwischen den Tieren der
verschiedenen Fiitterungsgruppen. Die Berechnung der tdglichen Lebendmassezunahme ergab
fiir den Abschluss der dritten Versuchswoche deutliche Unterschiede (Tab. 28), wobei die
mittlere Zunahme der Ferkel durch den Zusatz von mittelkettigen Fettsduren signifikant (p <
0,001) beeinflusst wurde. Die Gruppe MKEFS erzielte in dieser Woche die hochste mittlere
Zunahme, sie lag deutlich iiber derjenigen der Kontrollgruppe und der Versuchsgruppe KOS.
Die kombinierte Fiitterung von MKFS und KOS erbrachte in gleicher Versuchswoche
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lediglich im Vergleich zur Gruppe KOS eine signifikante bzw. verglichen mit der
Kontrollgruppe eine tendenzielle Steigerung der tédglichen Lebendmassezunahme. Die
tdgliche Zunahme in den iibrigen Fiitterungswochen und iiber die gesamte Phase der ad
libitum-Fiitterung wihrend der ersten drei Versuchswochen wurde nicht durch die
Fiitterungsadditiva beeinflusst.
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Tabelle 25: Mittlere tdagliche Futteraufnahme (kg) der vier Versuchsgruppen am Ende der einzelnen
Fiitterungswochen und iiber die gesamte Versuchszeit (Mittelwert und Standardabweichung)

- KOS + KOS P
- MKFS (n=12) + MKEFS (n=11) -MKFS (n=12) + MKEFS (n=12) KOS MKFS  MKEFS x KOS
1. Woche 0,29 £ 0,09 0,25 £ 0,06 0,29 £ 0,06 0,27 £0,05 0,580 0,212 0,652
2. Woche 0,58 +£0,13 0,53 £0,06 0,56 +£0,10 0,54 + 0,09 0,949 0,220 0,487
3. Woche 0,63 +£0,12 0,69 +£0,10 0,64 +£0,12 0,69 = 0,09 0,811 0,093 0,892
4. Woche' 0,78 £0,05 0,79 £ 0,06 0,79 £ 0,06 0,79 £0,05 0,375 0,744 0,741
Gesamtversuch® 0,50 £ 0,08 0,49 = 0,04 0,50 £ 0,04 0,50 + 0,06 0,746 0,916 0,633

KOS = kurzkettige organische Séuren (Fumar- und Milchsdure); MKFS = mittelkettige Fettsduren (Capryl- und Caprinséure); P =
Uberschreitungswahrscheinlichkeit; n = Anzahl der giiltigen Fille; 'restriktive Fiitterungswoche; *Gesamtversuch = iiber die dreiwdchige ad libitum Fiitterung

Tabelle 26: Futteraufwand der vier Versuchsgruppen am Ende der einzelnen Fiitterungswochen und iiber den
Gesamtversuchszeitraum (Mittelwert und Standardabweichung)

P
- MKFS (n=12) + MKFS (n=11) -MKFS (n=12) + MKFS (n=12) KOS MKFS MKFS x KOS

1. Woche 1,72 + 0,65 1,63 + 0,56 1,46 + 0,45 1,45 + 0,62 0,161 0,755 0,804

2. Woche 1,42 +0,48 1,22 + 0,29 1,26 + 0,16 1,33 +0,27 0,725 0,483 0,137

3. Woche 1,34 + 0,29 1,27 0,10 1,42 + 0,26 1,34 + 0,20 0,222 0,247 0,983

4. Woche! 1,73 + 0,35 1,94 + 0,31 1,76 + 0,25 1,83 + 0,30 0,674 0,105 0,419

Gesamtversuch? 1,39 +0,13* 1,26 + 0,09° 1,34 + 0,15%® 1,30 + 0,09% 0,913 0,009 0,189

KOS = kurzkettige organische Siduren (Fumar- und Milchsédure); MKFS = mittelkettige Fettsduren (Capryl- und Caprinséure);

P = Uberschreitungswahrscheinlichkeit; n = Anzahl der giiltigen Fille; 'restriktive Fiitterungswoche; Gesamtversuch = iiber die dreiwéchige ad libitum

Fiitterung; unterschiedliche Indizes (a,b) innerhalb einer Reihe geben signifikante Unterschiede an (p<0,05).
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Tabelle 27: Mittlere Lebendmasse (kg) der vier Versuchsgruppen am Tag der Einstallung und am Ende der

einzelnen Fiitterungswochen (Mittelwert und Standardabweichung)

- KOS + KOS P
- MKFS (n=12) + MKEFS (n=11) -MKFS (n=12) + MKEFS (n=12) KOS MKFS  MKEFS x KOS
Einstallen 6,82 + 0,65 6,93 +£0,62 6,86 +0,70 6,87 £ 0,58 - - -
1. Woche 8,13 +1,01 8,17 +0,93 8,38 £ 1,12 8,38 £0,97 0,407 0,937 0,942
2. Woche 11,10+ 1,49 11,31 £ 0,89 11,52+ 1,40 11,39 £ 1,30 0,486 0,924 0,642
3. Woche' 14,42 £ 1,76 15,09 £ 0,95 14,71 + 1,64 15,02 + 1,33 0,786 0,234 0,663
4. Woche? 17,67 + 1,84 18,00 £ 1,19 17,94 £1,71 18,14 £ 1,72 0,658 0,563 0,890

KOS = kurzkettige organische Sduren (Fumar- und Milchsdure); MKFS = mittelkettige Fettsduren (Capryl- und Caprinséure); P =
Uberschreitungswahrscheinlichkeit (P-Wert); n = Anzahl der giiltigen Fille; 'Gesamtversuch = iiber die dreiwdchige ad libitum Fiitterung; “restriktive

Fiitterungswoche

Tabelle 28: Mittlere tdgliche Lebendmassezunahme (kg) der vier Versuchsgruppen am Ende der einzelnen
Fiitterungswochen und iiber die gesamte Versuchszeit (Mittelwert und Standardabweichung)

- KOS + KOS P

-MKFS (n=12) +MKFS (n=11) -MKFS (n=12) +MKFS (n=12) KOS MKFS  MKFS x KOS
1. Woche 0,19 £ 0,09 0,18 + 0,08 0,22 + 0,08 0,22 +0,09 0,140 0,819 0,862
2. Woche 0,42 £ 0,10 0,45 + 0,09 0,45 + 0,07 0,43 £0,11 0,919 0,948 0,424
3. Woche 0,47 +0,06* 0,54 + 0,05 0,46 £ 0,06¢ 0,52+0,08° 0251  <0,001 0,939
4. Woche! 0,46 + 0,10 0,42 + 0,08 0,46 + 0,10 0,45 + 0,09 0,591 0,198 0,503
Gesamtversuch®> 0,36 + 0,07 0,39 + 0,02 0,37 + 0,05 0,39 + 0,05 0,685 0,157 0,669

KOS = kurzkettige organische Sduren (Fumar- und Milchsdure); MKFS = mittelkettige Fettséuren (Capryl- und Caprinsdure); P =
Uberschreitungswahrscheinlichkeit; n = Anzahl der giiltigen Fille; 'restriktive Fiitterungswoche; 2Gesamtversuch = iiber die dreiwdchige ad libitum

Fiitterung; unterschiedliche Indizes (a,b,c) innerhalb einer Reihe geben signifikante Unterschiede an (p<0,05).
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4.4 Verdauungsphysiologische Parameter

4.4.1 pH-Wert der Digesta

Die mittleren pH-Werte der untersuchten Darmabschnitte sind in Tabelle 29 dargestellt. Die
geringere Probenanzahl in den Abschnitten D1 (Pars cranialis) und D3 (Pars ascendens)
lassen sich dadurch erkliren, dass aus diesen Bereichen nicht von allen Versuchstieren
geniigend Digesta gewonnen werden konnte. Die Unterschiede hinsichtlich postprandialer
pH-Werte stellten sich wie folgt dar: Der gastrale pH-Wert im Bereich des Mageneingangs
(M1) blieb durch die zugesetzten Futterzusatzstoffe unveridndert, wobei im Fundusbereich
(M2) der pH-Wert der Gruppen, die MKFS iiber das Futter erhielten, tendenziell (p = 0,094)
und im Bereich des Magenausgangs (M3) signifikant (p = 0,004) beeinflusst wurde. In beiden
Abschnitten lagen die mittleren pH-Werte der Tiere, welche MKFS als Zusatz erhielten, unter
denjenigen ohne MKFS. Im Abschnitt M3 befand sich der mittlere pH-Wert der Gruppe,
welche lediglich KOS iiber das Futter verabreicht bekam, signifikant {iber demjenigen der
Gruppe MKFS und der kombinierten Futtervariante MKFS und KOS. Der pH-Wert der
Kontrollgruppe lag in der Digesta des gleichen Abschnittes lediglich tendenziell iiber
demjenigen der Gruppe MKEFS und iiber jenem der Gruppe MKFS und KOS. Die duodenalen
pH-Werte der Fiitterungsgruppen unterschieden sich in keinem der drei analysierten
Abschnitte. Die mittleren pH-Werte der jejunalen und ilealen Digesta wurden ebenfalls durch
den Zusatz von MKEFS signifikant (p = 0,041 bzw. p = 0,046) bzw. der jejunale zusitzlich
tendenziell (p = 0,091) durch die kombinierte Fiitterung MKFS und KOS verédndert. In beiden
Abschnitten befand sich der mittlere pH-Wert der Gruppe MKEFS signifikant unter
demjenigen der Kontrollgruppe. In der Digesta des Kolons konnte keine von der Fiitterung
abhédngige pH-Wert-Modulierung nachgewiesen werden.

4.4.2 Trockensubstanzgehalt der Digesta

Die Ergebnisse der Trockensubstanzbestimmung aus der Digesta der verschiedenen
Abschnitte des Verdauungssystems sind in Tabelle 30 zusammengefasst. Der mittlere
Trockensubstanzgehalt der Fiitterungsgruppen unterschied sich in keinem der untersuchten
Abschnitte.

4.4.3 Scheinbare praecaecale und Gesamtverdaulichkeiten von Trockensubstanz,

Rohprotein und Rohfett

Die prozentualen Werte der scheinbaren praecaecalen und Gesamtverdaulichkeit der
Trockensubstanz, des Rohproteins und des Rohfetts sind in Tabelle 31 aufgezeigt. Es ergaben
sich lediglich bei der Auswertung des Rohfetts deutliche Unterschiede, wobei der Zusatz von
MKEFS die scheinbare praecaecale Verdaulichkeit des Rohfetts signifikant (p = 0,035)
reduzierte. Die praecaecale Verdaulichkeit des Rohfetts der Gruppe MKFS und KOS lag
dabei tendenziell unter derjenigen der Kontrollgruppe. Der geringere Probenumfang fiir die
Bestimmung der praecaecalen Verdaulichkeit des Rohfetts ergab sich dadurch, dass nicht
geniigend Darminhalt aus den Tieren jeder Versuchsgruppe gewonnen werden konnte. Die
Gesamtverdaulichkeit der erhobenen Parameter unterschied sich nicht zwischen den Gruppen.
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4.5 Bestimmung der mittelkettigen Fettsiiuren in der Digesta

Die Ergebnisse der Analysen fiir die untersuchten Darmabschnitte sind in Tabelle 32
zusammengefasst. Um eine iibersichtliche Darstellung zu gewihrleisten, wurde an dieser
Stelle auf die Auffiihrung der Uberschreitungswahrscheinlichkeiten (P-Werte) fiir die
Gruppenunterschiede verzichtet und nur signifikante Gruppenunterschiede aufgefiihrt.

Die Bestimmung der Konzentrationen fiir die iiber das Futter zugefiihrten mittelkettigen
Fettsduren ergab fiir Caprylsdure (C:8) und fiir Caprinsdure (C:10) folgende Unterschiede: Im
Mageninhalt der Tiere aus den Gruppen MKFS sowie MKFS und KOS lagen die Gehalte
beider Fettsduren einheitlich iiber denjenigen ohne MKEFS, Gleiches wurde auch fiir die
Gruppe MKEFS in der Digesta der Abschnitte D1 (Pars cranialis) und D2 nachgewiesen wurde.
Die Digesta aus D1 und D2 zeigte hinsichtlich der Capryl- und Caprinsidurekonzentrationen
auBerdem folgende Differenzen: Im Abschnitt D1 lag die nachweisbare Menge an
Caprylsidure der Gruppe MKFS und KOS signifikant {iber derjenigen der Kontrolle bzw. im
Falle der Caprinsédure signifikant iiber derjenigen der Kontrollgruppe und Gruppe KOS. Die
Messung der Digesta D2 ergab fiir beide Fettsduren signifikant hohere Konzentrationen fiir
die Gruppe MKFS und KOS, verglichen mit der Ferkelgruppe, die ausschlieBlich kurzkettige
organische Sduren als Zusatz erhielt. Die Konzentration der Caprinsdure der Gruppe MKFS,
KOS und MKFS+KOS lag zudem im Abschnitt D3 iiber derjenigen der Kontrollgruppe. Die
Auswertung des Inhaltes aus dem Jejunum ergab ebenfalls fiir Caprinsdure signifikante
Unterschiede, wobei die Konzentration der Sadure der Gruppe MKFS und KOS iiber
derjenigen der Kontrolle und Gruppe KOS lag.
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Tabelle 29: Mittlere pH-Werte der Digesta der untersuchten Lokalisationen des GI-Trakts der Versuchsferkel der vier
Versuchsgruppen (Mittelwert und Standardabweichung)

- KOS + KOS P
- MKFS + MKFS - MKFS + MKFS KOS MKFS MKFS x KOS
(n=9) (n=9) (n=9) (n=9)
Ml 3,81 +0.,88 4,29 + 0,93 4,08 + 0,74 4,00+ 1,16 0,979 0,506 0,340
M2 3,22 +0.81 2,81 + 1,40 3,57 + 0,95 2,87 +1,01 0,531 0,094 0,667
M3 3,45 +0,80%° 2,76 + 0,80° 3,60 +0,78? 2,78 +0,92° 0,752 0,004 0,801
D1 5,56 + 0,77 5,62 + 1,06 5,18 +0.95 5,64+ 1,10 0,588 0,439 0,554
(n=7) (n=7) (n=8) (n=7)
D2 5,65+ 0,72 5,27 +0,72 5,20 + 0,79 5,66 + 1,21 0,913 0,878 0,130
D3 5,62 +0,73 474 +0,11 5,62+ 1,04 5,73 + 1,69 0,305 0,430 0,303
(n=8) (n=2) (n=8) (n=5)
Jejunum 6,55 + 0,24 6,21 £0,31° 6,42 +0,32% 6,39 + 0,27 0,816 0,041 0,091
lleum 7.27 0,56 6,62 + 0,86° 7,06 +0,38% 6,92 +0,61%° 0,811 0,046 0,199
Kolon 5,72 + 0,23 5,65 + 0,20 5,70 + 0,32 5,82 + 0,36 0,421 0,767 0,266

KOS = kurzkettige organische Siduren (Fumar- und Milchsidure); MKFS = mittelkettige Fettsduren (Capryl- und Caprinsdure); M1 = Magen Cardia,
M2 = Magen Fundus, M3 = Magen Pylorus, D1=Duodenum pars cranialis, D2=Duodenum pars descendens, D3=Duodenum pars ascendens;

P = Uberschreitungswahrscheinlichkeit; n = Anzahl der giiltigen Fille; unterschiedliche Indizes (a,b) innerhalb einer Reihe geben signifikante
Unterschiede an (p<0,05).
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Tabelle 30: Trockensubstanz (% der uS) aus der Digesta der untersuchten Lokalisationen des GI-Trakts der Ferkel der
vier Versuchsgruppen (Mittelwert und Standardabweichung)

- KOS + KOS P
- MKFS + MKFS - MKFS + MKFS KOS MKFS  MKFS x KOS
(n=9) (n=9) (n=9) (n=9)
Magen 25,13 £5,18 27,87 £4,49 24,39 £ 6,82 24,68 £ 6,47 0,277 0,401 0,496
Jejunum 13,11 £3,29 13,13 £2,95 14,29 +£ 2,28 11,15 +£3,97 0,693 0,120 0,114
Ileum 13,25 £ 1,96 13,25 +£2,43 14,44 £ 3,10 14,36 £ 4,42 0,245 0,956 0,957
Kolon 18,49 £2,43 16,49 + 3,39 18,52 £ 1,95 19,78 £4,98 0,116 0,734 0,124
Rektum (n=6) 28,10 + 1,80 28,17 £ 1,06 28,49 £2,07 26,47 +£5,21 0,380 0,554 0,345

KOS = kurzkettige organische Sduren (Fumar- und Milchsédure); MKFS = mittelkettige Fettsduren (Capryl- und Caprinsiure);
P = Uberschreitungswahrscheinlichkeit; n = Anzahl der giiltigen Fille
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Tabelle 31: Scheinbare praecaecale und Gesamtvedaulichkeit der Trockensubstanz, des Rohproteins und des Rohfetts der Ferkel der
vier Versuchsgruppen (% der Aufnahme) (Mittelwert und Standardabweichung)

- KOS + KOS P
- MKFS + MKFS - MKFS + MKFS KOS MKFS MKEFS x KOS
(n=9) (n=9) (n=9) (n=9)
Praecaecale  Trockensubstanz 60,60 + 7,99 59,89 + 5,47 60,33 + 4,31 60,67 + 4,87 0,888 0,918 0,774
Verdaulichkeit
Rohprotein 68,37 + 6,78 62,93 + 6,29 64,14 £ 5,06 65,00 + 6,68 0,581 0,242 0,108
Rohfett 91,11 +£2,81 88,25 +4,27 90,09 + 5,05 87,30 +4,11 0,357 0,035 0,845
(n=8) (n=8) (n=8)
Gesamt- Trockensubstanz 77,22 + 4,63 78,85 +3,75 78,84 +2.,82 78,14 + 3,38 0,741 0,732 0,398
verdaulichkeit
Rohprotein 73,08 + 6,54 76,55 £4,70 75,37 £5,25 74,48 +4.41 0,957 0,513 0,269
Rohfett 82,96 + 5,00 82,68 + 6,34 81,38 + 7,58 78,00 + 5,26 0,171 0,424 0,497

KOS = kurzkettige organische Siuren (Fumar- und Milchsiure); MKFS = mittelkettige Fettsiuren (Capryl- und Caprinsiure); P = Uberschreitungswahrscheinlichkeit;
n = Anzahl der giiltigen Fille
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Tabelle 32: Konzentration der Capryl- und Caprinsiure (g/kg uS) der Digesta des vorderen GI-Trakts der Ferkel

der vier Versuchsgruppen (Median (Minimum-Maximum))

- KOS + KOS P
- MKFS + MKFS - MKFS + MKFS
(n=9) (n=9) (n=9) (n=9)
M C:8 0,02 (0,01-0,02)> 0,23 (0,01-0,31)* 0,01 (0,01-0,03)" 0,20 (0,01-0,25)* < 0,001
C:10 0,01 (0,01-0,02)> 0,18 (0,01-0,25)* 0,01 (0,01-0,01)" 0,17 (0,1-0,20)" < 0,001
DI C:8 0,004 (0,00-0,01)° 0,03 (0,01-0,10)* 0,003 (0,00-0,01)° 0,04 (0,01-0,05)* 0,008
(n=6) (n=4) (n=5) (n=3)
C:10 0,003 (0,00-0,01)" 0,03 (0,01-0,10)* 0,002 (0,00-0,01)° 0,04 (0,01-0,05)° 0,006
D2 C:8 0,005 (0,01-0,02)° 0,02 (0,01-0,07)* 0,002 (0,00-0,01)° 0,02 (0,01-0,12)® 0,005
(n=7) (n=5) (n=5) (n=4)
C:10 0,003 (0,00-0,02)" 0,02 (0,01-0,08)* 0,002 (0,00-0,00)° 0,02 (0,00-0,14)" 0,006
D3 C:8 0,002 (0,00-0,01) 0,05 (0,01-0,14) 0,003 (0,00-0,01) 0,03 0,074
(n=5) (n=3) (n=4) (n=1)
C:10 0,002 (0,00-0,01)" 0,05 (0,01-0,14)* 0,002 (0,00-0,00)° 0,03" 0,004
J C:8 0,02 (0,01-0,03) 0,01 (0,00-0,04) 0,02 (0,01-0,03) 0,02 (0,01-0,03) 0,181
C:10 0,01 (0,01-0,02)> 0,01 (0,00-0,03)** 0,01 (0,00-0,02)" 0,02 (0,01-0,05)* 0,024

KOS = kurzkettige organische Sduren (Fumar- und Milchsdure); MKFS = mittelkettige Fettsduren (Capryl (C:8) - und Caprinsdure (C:10));

M = Magen (Sammelprobe), D1 = Duodenum pars cranialis, D2 = Duodenum pars descendens, D3 = Duodenum pars ascendens,
J = Jejunum (Mitte); P = Uberschreitungswahrscheinlichkeit; n = Anzahl der giiltigen Fille; unterschiedliche Indizes (a,b,c) innerhalb
einer Reihe geben signifikante Unterschiede an (p<0,05).
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4.6 Mikrobiologische Parameter

4.6.1 Quantifizierung der Laktobazillen und Enterobakterien mittels gPCR

Die mittlere Zellzahl der Laktobazillen und Enterobakterien aus der Digesta der analysierten
Lokalisationen wurde in Tabelle 33 aufgefiihrt.

Die Quantifizierung der Laktobazillen ergab fiir keinen der untersuchten Darmabschnitte
signifikante Differenzen zwischen den einzelnen Fiitterungsgruppen. Die Untersuchung der
Enterobakterien aus der Digesta des Magens ergab einen gesicherten Effekt (p = 0,019) durch
den Zusatz KOS bzw. einen tendenziellen (p = 0,052) durch MKFS auf die mittlere Zellzahl
dieser Bakteriengruppen, wobei die mittlere Anzahl in der Versuchsgruppe mit dem alleinigen
Zusatz von kurzkettigen organischen Sduren tendenziell unter derjenigen der Kontrollgruppe
bzw. signifikant unter der Zellzahl der Versuchsgruppe MKFS lag. Im Jejunum und Kolon
wurden dhnliche Verschiebungen deutlich. Im Jejunum wirkte sich der Zusatz MKFS bzw.
MKEFS und KOS signifikant (p = 0,042 bzw. p = 0,049) auf die mittlere Anzahl der
Enterobakterien aus, wobei der mittlere Bakteriengehalt im Kolon lediglich durch MKFS
beeinflusst wurde (p = 0,025). Die Anzahl der Enterobakterien der MKFS-Gruppe befand sich
im Jejunum signifikant iiber derjenigen der anderen Gruppen. Die Tiere der KOS-Gruppe
wiesen in der Digesta des Kolons die geringste Zellzahl an Enterobakterien auf. Sie lag
signifikant unter derjenigen der MKFS-Gruppe bzw. tendenziell unter der Zellzahl der
Fiitterungsvariante KOS und MKFS.

4.6.2 Qualitativer Nachweis von E. coli-Pathogenititsfaktoren mittels MPCR

Die Multiplex PCR (MPCR) diente als qualitativer Nachweis vorkommenden E. coli-
Pathogenitétsfaktoren im Kolon. Die vier am héufigsten detektierten Pathogenitétsfaktoren
waren est-1I (STb), Stx2e (STx), Fas (987p) und fedA (F18ab) (Abb. 3). Diese wurden
anschlieBend aus der Digesta des Kolons bzw. est-II und fedA zusitzlich aus dem Magen-
und Ileuminhalt quantifiziert.
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Abbildung 3: Agarosegel zur Darstellung vorkommender E. coli-Pathogenititsfaktoren im
Kolon der Versuchsferkel mittels MPCR; Std = Standard (100bp), 4-24 = Kontrolle, 28-48 =
Gruppe KOS, 52-72 = Gruppe MKFS und KOS,76-96 = Gruppe MKFS, PS7 = E.coli (estll;
fae; stx2e), PS79 = E.coli (elt-Ia; estlb; fan), PS90 = E.coli (elt-Ia;FedA; fae), PS37 = E.coli
(estll; fas), DSM = E.coli DSM2840, MM = negative Kontrolle

4.6.3 Quantitativer Nachweis von E.coli-Pathogenititsfaktoren mittels gPCR

Bei der Quantifizierung der est-1I-Amplifikate (STb) im Magen und Ileum lagen in beiden
Abschnitten lediglich zwei Tiere der Kontrollgruppe und der Versuchsgruppe MKFS und
KOS sowie bei fedA (F18ab) keines der Tiere iiber der Nachweisgrenze. In Tabelle 34 findet
sich aus diesem Grund lediglich die Auflistung der Zellzahl der Amplifikate fiir alle im Kolon
quantifizierten Pathogenititsfaktoren. KOS scheinen insbesondere die mittlere Zellzahl der
est-II-, Stx2e- und Fas-positiven E. coli-Stimme signifikant (p = 0,014 bzw. p < 0,001)
beeinflusst zu haben. Die Evaluierung moglicher potenzierender Wirkung nach paralleler
Fiitterung KOS und MKEFS iiber die Versuchszeit konnte aufgrund geringer Fallzahlen nur fiir
die Faktoren STb und 987p ausgewertet werden. Gruppenunterschiede hinsichtlich der
quantifizierten Faktoren stellten sich folgendermallen dar: Die Zellzahl der est-1I-Amplifikate
(STb) lag bei den Tieren der KOS-Gruppe tendenziell (p = 0,052) unter derjenigen der
Gruppe, die lediglich MKEFS erhielt, zusitzlich lag die mittlere Zellzahl Stx2e (STx) positiver
E. coli-Stimme bei gleicher Versuchsgruppe ebenfalls tendenziell unter derjenigen der
Kontrollgruppe. KOS und MKFS gemeinsam konnten die mittlere Fas (987p)-Amplifikat-
Zellzahl im Vergleich zur Kontrollgruppe tendenziell reduzieren. Aufgrund der zu geringen
Fallzahl fiir die Ermittlung der Anzahl fedA (F18ab)-positiver E. coli-Stimme konnten die
Daten nicht statistisch ausgewertet werden.
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Tabelle 33: Mittlere Zellzahl [log;o Zellen/g Digesta (uS)] von Laktobazillen und Enterobakterien der untersuchten Lokalisationen im

GI-Trakt der Ferkel der vier Versuchsgruppen (Mittelwert und Standardabweichung)

- KOS + KOS P
Bakteriengruppe Lokalisation - MKFS + MKFS - MKFS + MKFS KOS MKFS  MKEFS x KOS
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
Laktobazillen Magen 924+0,40 899+0,88 9,52+0,72 893+0,98 0,702 0,148 0,567
Jejunum 8,77+040 858+0,54 883+028 885+043 0,284 0,581 0,493
Tleum 8,80+0,51 898+099 896+053 9,16+099 0,560 0,530 0,974
Kolon 923+0,44 9,19+0,60 922+044 885+041 0,330 0,255 0,369
Enterobakterien ~ Magen 3,99 +0,40® 435+091*° 3,17+0,51° 3,88+0,98° 0,019 0,052 0,528
Jejunum 3,14+0,71"  454+134* 330+0,79° 3,34+0,80° 0,146 0,042 0,049
Tleum 456+1,61 532+227 441+066 473+1,68 0,555 0,381 0,713
Kolon 7,00 0,49 740+ 1,17* 645+025" 733+0,81" 0,274 0,025 0,401

KOS = kurzkettige organische Siuren (Fumar- und Milchsiure); MKFS = mittelkettige Fettsiuren (Capryl- und Caprinsiure); P = Uberschreitungswahrscheinlichkeit;
n = Anzahl der giiltigen Fille; unterschiedliche Indizes (a,b) innerhalb einer Reihe geben signifikante Unterschiede an (p<0,05)
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Tabelle 34: Mittlere Zellzahlen [log; Zellzahl/g Digesta (uS)] pathogener Escherichia coli im Kolon der Ferkel der vier
Versuchsgruppen (Mittelwert und Standardabweichung)

- KOS + KOS P

Pathogenititsfaktoren - MKFS + MKFS - MKFS + MKEFS KOS MKEFS MKES x KOS
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)

STb (est-1I) 4,59 + 0,84 5,00 + 1,36 3,43 +1,87 3,74 +£ 0,95 0,014 0,462 0,923

STx (Stx2e) 4,97 +0,11 ND 1,95 +1,33 2,45 + 1,58 < 0,001 0,551 -
(n=2) (n=2) (n=2)

987p (Fas) 2,49 + 1,33 1,63 +0,20 1,28 + 0,92 1,28 + 0,46 0,031 0,240 0,241
(n=3) (n=4) (n=2) (n=4)

F18 (fedA) 1,46 1,92 + 0,09 3,06 ND - - -
(n=1) (n=3) (n=1)

KOS = kurzkettige organische Sduren (Fumar- und Milchsdure); MKFS = mittelkettige Fettsauren (Capryl- und Caprinséure);
P = Uberschreitungswahrscheinlichkeit; n = Anzahl der giiltigen Fille; ND (nicht detektierbar) = Zellzahl unterhalb der Nachweisgrenze
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4.6.4 Bakterielle Metaboliten

Kurzkettige Fettsiuren

Die Bestimmung der Gesamtkonzentration der kurzkettigen Fettsduren (Tab. 35) zeigte
folgende Unterschiede: Der Zusatz MKFS beeinflusste die mittlere Gesamtkonzentration in
der Digesta des Jejunums signifikant (p = 0,010), wobei jene der Gruppe MKFS deutlich
unter derjenigen der Gruppe KOS bzw. tendenziell unter derjenigen der Kontrollgruppe lag.
Die Konzentration der Fettsduren der Gruppe KOS befand sich im gleichen Abschnitt
zusitzlich tendenziell iiber jener der Gruppe KOS und MKFS. Im Kolon dagegen bewirkte
die Fitterung KOS eine signifikante (p = 0,023) Reduktion der mittleren
Gesamtkonzentration der nachgewiesenen kurzkettigen Fettsduren, wobei jene der Gruppe
KOS signifikant unter derjenigen der Gruppe MKFS lag. In der Digesta des Kolons lag die
Gesamtkonzentration der Gruppe MKFS und KOS auflerdem tendenziell unter derjenigen der
Gruppe MKFS. Die Betrachtung des prozentualen Anteils der einzelnen kurzkettigen
Fettsduren in Bezug zur Gesamtkonzentration (Tab. 36) ergab keine Unterschiede.

D- und L-Laktat

Die D- und L-Laktat-Konzentrationen der einzelnen Gruppen aus der Digesta der analysierten
gastrointestinalen Bereiche sind in Tabelle 37 zu finden. Zur Beurteilung der metabolischen
Aktivitdt der laktatbildenden Bakterien erfolgte zusitzlich die rechnerische Ermittlung der
Gesamtkonzentration  fiir Laktat. Die D- und L-Laktatgehalte sowie die
Gesamtlaktatkonzentration aller untersuchten Darmabschnitte wiesen keine statistisch
abgesicherten Differenzen zwischen den Gruppen auf. Die L-Laktatkonzentration in der
Digesta des Magens der KOS-Gruppe lag jedoch {iber derjenigen der anderen
Fiitterungsgruppen, wobei dies bereits im Jejunum nicht mehr nachzuweisen war.

Ammonium

Die mittleren Ammoniumgehalte aus der Digesta der untersuchten Abschnitte des
Verdauungstrakts sind in Tabelle 38 zusammengefasst. Die Konzentrationen von Ammonium
konnten in den verschiedenen Bereichen durch keinen der Futterzusitze beeinflusst werden.
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Tabelle 35: Gesamtkonzentration der kurzkettigen Fettsduren (mmol/kg (uS)) in der Digesta der untersuchten Lokalisationen
des GI-Trakts der Ferkel der vier Versuchsgruppen (Mittelwert und Standardabweichung)

- KOS + KOS P
- MKFS + MKFS - MKFS + MKFS KOS MKFS  MKFS x KOS
(n=9) (n=9) (n=9) (n=9)
Magen 6,87 + 7,46 9,20 + 4,40 9,28 +5,10 7,26 + 4,80 0,893 0,932 0,214
Jejunum 2,44 +0,82% 1,78 +0,78° 2,57 +0,91° 1,92 +0,72% 0,598 0,010 0,994
Tleum 4,73 2,73 526 2,45 4,32 + 1,44 5,11 +1,97 0,690 0,340 0,852
Kolon 119,24 + 17,30 126,14 + 10,60* 111,08 +13,15° 113,03+ 17,37 0,023 0,344 0,597

KOS = kurzkettige organische Sduren (Fumar- und Milchsédure), MKFS = mittelkettige Fettsduren (Capryl- und Caprinsaure);
P = Uberschreitungswahrscheinlichkeit; n = Anzahl der giiltigen Fille; unterschiedliche Indizes (a,b) innerhalb einer Reihe geben signifikante Unterschiede an
(p<0,05).
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Tabelle 36: Prozentualer Anteil der einzelnen kurzkettigen Fettsduren in Bezug auf die Gesamtmenge in der Digesta (uS) der verschiedenen
Lokalisationen des GI-Trakts der Ferkel der vier Versuchsgruppen (Median (Minimum-Maximum))

- MKFS
(n=9)

- KOS

+ MKFS
(n=9)

+ KOS

- MKFS
(n=9)

+ MKFS
(n=9)

P

Magen

Essigsidure
Propionsédure

1-Buttersdure

n-Buttersaure
1-Valeriansdure
n-Valeriansidure

97,70 (95,88-99,23)
1,43 (0,13-2,23)
0,02 (0,00-0,36)
0,39 (0,11-0,70)
0,41 (0,15-1,43)
0,01 (0,00-0,25)

98,11 (95,97-99,02)
0,87 (0,55-2,25)
0,01 (0,00-0,12)
0,23 (0,06-0,70)
0,79 (0,14-1,40)
0,002 (0,00-0,14)

98,16 (95,44-98,58)
1,04 (0,65-2,51)
0,01 (0,00-0,31)
0,24 (0,09-0,70)
0,44 (0,01-1,95)

0,003 (0,00-0,12)

97,36 (92,77-98,59)
1,57 (0,75-3,36)
0,09 (0,01-0,68)
0,36 (0,18-0,61)
0,60 (0,02-2,56)
0,01 (0,00-0,32)

0,315
0,289
0,090
0,157
0,899
0,432

Jejunum

Essigsiure
Propionsdure
i-Buttersdure
n-Buttersaure

1-Valeriansdure
n-Valeriansidure

95,05 (81,74-97,98)
2,81 (1,47-17,54)
0,32 (0,01-0,68)
0,24 (0,02-0,66)
0,62 (0,01-1,28)
0,01 (0,01-0,44)

95,12 (90,70-97,44)
2,30 (1,62-5,74)
0,05 (0,01-0,40)
0,36 (0,01-2,00)
0,53 (0,01-2,34)
1,49 (0,46-3,65)

95,15 (88,57-97,35)
1,58 (1,04-10,92)
0,05 (0,01-0,50)
0,22 (0,01-0,47)
0,39 (0,01-0,88)
0,01 (0,01-3,06)

96,70 (84,64-98,46)
1,84 (0,48-4,54)
0,03 (0,01-0,67)
0,55 (0,01-1,30)

0,43 (0,02-11,88)
0,01 (0,01-0,02)

0,550
0,461
0,594
0,198
0,755
0,350

Ileum

Essigsiure
Propionsédure
i-Buttersdure
n-Buttersaure

1-Valeriansdure
n-Valeriansidure

91,58 (87,99-94,42)
3,46 (2,59-5,79)
0,01 (0,00-0,02)
1,91 (0,79-3,89)
2,37 (0,44-5,27)
0,00 (0,00-0,01)

88,41 (68,17-96,40)
3,95 (1,63-26,51)
0,01 (0,00-0,02)
2,84 (0,25-4,81)
2,65 (0,94-8,82)
0,00 (0,00-0,01)

88,45 (85,60-94,59)
4,25 (2,81-7,57)
0,01 (0,01-0,01)
2,72 (0,66-4,27)
3,08 (0,75-6,51)
0,01 (0,00-0,01)

90,03 (22,26-94,34)
4,08 (2,07-74,24)
0,01 (0,00-0,02)
2,16 (1,61-9,20)
2,36 (1,15-17,03)

0,00 (0,00-0,1)

0,428
0,742
0,760
0,779
0,896
0,760

Kolon

Essigsiure
Propionsédure
i-Buttersdure
n-Buttersidure

i-Valeriansdure
n-Valeriansiure

53,09 (46,28-64,52)
25,58 (21,15-33,87)
0,46 (0,21-1,60)
14,04 (11,40-16,55)
0,57 (0,26-2,12)
2,86 (1,07-4,77)

53,06 (47,64-57,33)
25,60 (20,62-32,20)
0,41 (0,17-0,95)
15,69 (11,74-19,66)
0,49 (0,16-1,11)
2,67 (1,57-4,63)

54,72 (48,62-59,97)
27,90 (20,21-31,79)
0,62 (0,09-1,69)
13,14 (9,14-22,29)
0,71 (0,05-2,31)
2,74 (1,07-5,26)

54,55 (50,69-57,22)
27,19 (19,58-30,84)
0,41 (0,17-0,95)
15,69 (11,74-19,66)
0,58 (0,24-3,61)
3,43 (1,46-4,28)

0,977
0,961
0,523
0,369
0,346
0,804

KOS = kurzkettige organische Siuren (Fumar- und Milchsiure), MKFS = mittelkettige Fettsiuren (Capryl- und Caprinsiure); P = Uberschreitungswahrscheinlichkeit; n =
Anzahl der giiltigen Fille
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Tabelle 37: D- und L-Laktat Konzentrationen (mmol/kg uS) der Digesta der untersuchten Lokalisationen des GI-Trakts
der Ferkel der vier Versuchsgruppen (Median (Minimum-Maximum))

- KOS

- MKFS
(n=9)

+ MKFS
(n=9)

+ KOS

- MKFS
(n=9)

+ MKFS
(n=9)

Magen D-Laktat
L-Laktat

Laktat!

2,54 (0,00-21,81)
9,80 (2,10-37,13)

14,62 (2,58-58,94)

5,88 (0,00-34,99)
13,23 (1,66-41,59)

19,11 (1,66-74,18)

14,87 (0,00-39,96)
31,71 (1,68-60,40)

48,62 (1,68-89,64)

3,52 (0,00-39,05)
13,94 (0,91-39,73)

16,76 (0,91-78,78)

0,588
0,186

0,325

Jejunum D-Laktat
L-Laktat

Laktat!

0,00 (0,00-0,66)
16,57 (10,24-23,12)

16,57 (10,24-23,12)

0,03 (0,00-6,79)
17,02 (8,66-29,54)

17,02 (8,66-33,76)

0,12 (0,00-4,13)
23,07 (6,83-35,46)

23,15 (6,83-39,59)

0,03 (0,00-3,96)
18,22 (8,98-35,74)

18,22 (9,01-35,81)

0,701
0,935

0,923

Ileum D-Laktat
L-Laktat

Laktat!

0,00 (0,00-46,26)
22,56 (3,80-92,20)

22,56 (3,80-138,50)

0,74 (0,00-83,61)

13,86 (7,20-126,40)

16,27 (7,31-209,97)

8,51 (0,00-48,93)

21,92 (4,30-79,90)

27,44 (4,30-128,80)

0,10 (0,00-38,27)
13,83 (4,20-107,20)

14,31 (4,17-145,46)

0,521
0,914

0,768

Kolon D-Laktat
L-Laktat

Laktat!

1,36 (0,00-12,60)
1,51 (0,00-12,24)

2,87 (0,00-24,84)

0,54 (0,09-11,90)
0,72 (0,26-13,48)

0,61 (0,00-25,38)

0,37 (0,00-19,10)
0,41 (0,00-19,31)

0,87 (0,00-38,41)

0,68 (0,00-17,45)
0,80 (0,00-17,46)

1,62 (0,00-34,91)

0,879
0,759

0,852

KOS = kurzkettige organische Sduren (Fumar- und Milchsiure); MKFS = mittelkettige Fettsiuren (Capryl- und Caprinsiure); P = Uberschreitungswahrscheinlichkeit;

n = Anzahl der giiltigen Fille; !'Gesamtlaktat
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Tabelle 38: Konzentration des Ammoniums (mmol/kg (uS)) der Digesta der untersuchten Lokalisationen des GI-Trakts
(Mittelwert und Standardabweichung)

+ KOS P
- MKFS + MKFS - MKFS + MKFS KOS MKFS MKEFS x KOS
(n=9) (n=9) (n=9) (n=9)
Magen 1,71 £ 0,60 1,97 £ 0,59 2,20 £ 0,86 1,99 £ 0,86 0,258 0,905 0,309
Jejunum 3,31 £1,08 2,79 £0,83 3,26 £ 1,38 2,95 +0,88 0,875 0,211 0,756
Ileum 1,98 £ 1,01 2,17+ 0,67 2,41 +£0,95 2,19+ 1,05 0,443 0,961 0,497
Kolon 9,99 +54 8,16 +4,59 11,09 £ 7,70 13,40 + 10,21 0,168 0,918 0,369

KOS = kurzkettige organische Sduren (Fumar- und Milchsédure); MKFS = mittelkettige Fettsduren (Capryl- und Caprinsiure);
P = Uberschreitungswahrscheinlichkeit; n = Anzahl der giiltigen Fille
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4.7 Messung von Darmzottenlinge und Kryptentiefe im mittleren Jejunum

Darmzottenliinge und Kryptentiefe

Die Messung der Villuslinge und Kryptentiefe an den Gewebeschnitten des mittleren
Jejunums ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. In Abbildung 4 sind
die jeweiligen Medianwerte sowie das Maximum und Minimum der Gruppen A
(Kontrollgruppe), B (KOS) und C (KOS und MKFS) in Boxplots dargestellt (die zentralen
50 % der Daten befinden sich in der Box, in der der Median durch eine horizontale Linie
gekennzeichnet ist).
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Abbildung 4: Darstellung der gemessenenVilluslinge und Kryptentiefe an den Gewebeschnitten des
mittleren Jejunums
Gruppe A = Kontrollgruppe
Gruppe B = KOS (Fumar- und Milchséure)
Gruppe C = KOS und MKFS (Capryl- und Caprinséure)
Median (Minimum-Maximum)

4.8 Quantifizierung CD3*-IEL im mittleren Jejunum mittels Immunhistochemie

Die Durchfiihrung der Zihlung CD3" markierter IEL erfolgte an formalinfixierten und mit
Zitratpuffer vorbehandelten Gewebeschnitten, da sich dies als effektivste Vorbereitung auf
das mit dem CD3- spezifischen Primérantikdrper PPT3 durchgefiihrte immunhistochemische
Nachweisverfahren erwies (Abb. 5).

83



Ergebnisse

Abbildung 5: Beispiel fiir immunhistochemisch (braun) gefirbte CD3*-IEL im mittleren Jejunum
(Kontrolltier), mit (rechts) und ohne (links) Gegenfiarbung (LM, x 400):

A, B: ohne Vorbehandlung; C, D: mit Pronase (30 Min.); E, F: mit Zitratpuffer (30 Min.); die MaBeinheit
entspricht 20 um

Die Ergebnisse der Isotypenkontrolle des Primirantikorpers PPT3, um die spezifische
Bindung des Primérantikorpers zu iiberpriifen, erlaubten den Ausschluss falsch positiver
Ergebnisse (Abb. 6).
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20 ym

Abbildung 6: Isotypenkontrolle des Primérantikdrpers PPT3 im mittleren Jejunum (Kontrolltier),
ohne (A) und mit (B) Gegenfiarbung (LM, x 400)

Quantifizierung CD3* markierter IEL aus dem mittleren Jejunum

Die mittlere Anzahl der CD3" markierten IEL der Kontrollgruppe, der Gruppe KOS und der
Gruppe KOS und MKFS (mittelkettige Fettsduren) sind in Tabelle 39 aufgezeigt. Beide
Zihlungen und auch die Gesamtauswertung (Mittelwert aus beiden Blindbestimmungen)
ergaben fiir die Versuchsgruppe KOS und MKFS, verglichen mit Gruppe B (KOS), eine
vergleichsweise geringere Anzahl an CD3"-IEL. Dies konnte jedoch nicht statistisch
abgesichert werden.

Tabelle 39: Anzahl CD3"-IEL pro 100 Enterozyten im mittleren Jejunum der Ferkel der drei
Versuchsgruppen (Mittelwert und Standardabweichung)

Gruppe (n=6)

Kontrolle KOS KOS+MKFS P
CD3*-IEL! 63,30 + 4,99 61,60 + 4,54 57,30+ 6,13 0,160
CD3*-IEL? 5743 +7,11 61,43 +£5,25 60,00 £ 9,15 0,642
CD3*-IEL Gesamt 60,37 £ 6,61 61,52 + 4,68 58,65 7,56 0,549

KOS = kurzkettige organische Sduren (Fumar- und Milchsédure); MKFS = mittelkettige Fettsduren (Capryl- und
Caprinsiure); P = Uberschreitungswahrscheinlichkeit; n = Anzahl der giiltigen Fille; IEL = intraepitheliale
Lymphozyten; CD = Cluster of Differentiation: Zusammenfassung monoklonaler Antikorper, die dasselbe
Zelloberflichenmolekiil erkennen. '* Mittelwert aus beiden Blindbestimmungen

4.9 Quantifizierung IEL im mittleren Jejunum mittels Durchflusszytometrie

Der Anteil (%) der exprimierten Oberflachenmolekiile auf den IEL des mittleren Jejunums
der Ferkel der Kontrollgruppe, der Gruppe KOS und der kombinierten Fiitterungsvariante
KOS und MKEFS bezogen auf die gesamte Lymphozytenfraktion im Epithel bzw. die Anzahl
pro 100 Enterozyten wurde in Tabelle 40 bzw. Tabelle 41 dargestellt. Die unterschiedliche
Probenanzahl lasst sich dadurch erklédren, dass fiir den Nachweis jeder Subpopulation nicht
bei jedem Tier geniigend Zellen gewonnen werden konnten bzw. der Primérantikérper (PPT3)
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zum Nachweis CD3"-IEL lediglich bei den Tieren der zweiten und dritten Versuchsreihe
eingesetzt werden konnte. Die Anzahl der CD3*-IEL zeigte keine signifikanten Differenzen
zwischen den Fiitterungsgruppen. Deutlich wurde jedoch, dass die mittlere Anzahl bei den
Tieren der KOS-Gruppe iiber derjenigen der Kontrollgruppe lag. Der prozentuale Anteil der
CD2/y3" markierten IEL der KOS-Gruppe lag im Mittel, verglichen mit der Kontrolle und
der Gruppe KOS und MKEFS, signifikant (p = 0,027) hoher. Der Bezug der einzelnen
Lymphozytenpopulationen pro 100 Enterozyten (absolute Anzahl) zeigte keine weiteren
Gruppenunterschiede. In Tabelle 42 befindet sich auf Grundlage der nachgewiesenen CD-
Oberflichenmolekiile eine Einteilung IEL-Populationen anhand der Kalkulation pro 100
Enterozyten.

Tabelle 40: Anteile der IEL im mittleren Jejunum der Ferkel der drei Versuchsgruppen.
Angaben in % der detektierten Lymphozyten im Epithel (Mittelwert und
Standardabweichung)

Gruppe
Kontrolle KOS KOS+MKFS P

CD3*-IEL 72,03 + 8,73 82,22 + 6,89 77,85 + 8.10 0,117
(n=6) (n=6) (n=6)

CD8B*-IEL 46,35 + 8,26 53,98 + 8,42 51,51 13,15 0,318
(n=8) (n=9) (n=9)

CD2*/CD5-IEL 33,33 +9.64 23,18 +9.18 27.58 +7.61 0,081
(n=8) (n=9) (n=9)

CD16"-IEL 28,72 + 8,85 27,50 + 6,87 28,36 +5.85 0,905
(n=8) (n=9) (n=9)

CD2*/y8*-IEL 22.62 +4.36 20,72 +5.50 18,99 + 6,28 0,440
(n=7) (n=9) (n=9)

CD2/y8*-IEL 0,63 +0,30° 1,09 + 0,54% 0,59 +0,31° 0,027
(n=8) (n=9) (n=9)

KOS = kurzkettige organische Sduren (Fumar- und Milchsdure); MKFS = mittelkettige Fettsduren (Capryl- und
Caprinsiure); P = Uberschreitungswahrscheinlichkeit;n = Anzahl der giiltigen Fille; IEL = intraepitheliale
Lymphozyten; CD = cluster of differentiation: Zusammenfassung monoklonaler Antikorper, die dasselbe
Zelloberflichenmolekiil erkennen. Unterschiedliche Indizes (a,b) innerhalb einer Reihe geben signifikante
Unterschiede an (p<0,05).
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Tabelle 41: Anteile der IEL im mittleren Jejunum der Ferkel der drei Versuchsgruppen pro

100 Enterozyten (Mittelwert und Standardabweichung)

Gruppe
Kontrolle KOS KOS+MKFS P
(n=4) (n=3) (n=4)
CD3*-IEL! 60,38 + 6,26 60,27 + 5,69 58,03 +7,95 0,867
CD8B"-IEL 36,16 = 7,77 41,43 £5,09 4229 + 6,77 0,434
CD2*/CD5-IEL 28,01 = 7,64 15,37 £9,03 20,25 £ 9,46 0,211
CD16*-IEL 2497 +4.92 17,77 £ 6,74 20,69 = 7,56 0,377
CD2"/y8"-IEL 17,81 £3,70 12,35+ 4,42 11,35+ 5,59 0,176
CD2/y8*-1EL 0,49 +0,29 0,69 +0,33 0,38 +0,18 0,406

KOS = kurzkettige organische Sduren (Fumar- und Milchsdure); MKFS = mittelkettige Fettsduren (Capryl- und
Caprinsiure); P = Uberschreitungswahrscheinlichkeit; n = Anzahl der giiltigen Fille; IEL = intraepitheliale
Lymphozyten; CD = cluster of differentiation: Zusammenfassung monoklonaler Antikorper, die dasselbe
Zelloberflichenmolekiil erkennen. 'Die mittels Immunhistochemie detektierte Gesamtanzahl (Mittelwert aus
beiden Blindbestimmungen) CD3* markierter IEL.

Tabelle 42: Einteilung der im Epithel vorkommenden IEL-Population anhand der in dieser
Arbeit nachgewiesenen CD-Molekiile und Kalkulation pro 100 Enterozyten (absolute Werte)
am Beispiel der Kontrollgruppe

CD-Antigen Lymphozyten, die das Anteil der IEL-
Antigen exprimieren Populationen pro 100
Enterozyten
CD3"/ CD8s -IEL Zytotoxische T-Zellen 36,16
(MHC I restringiert)

CD2"/y8 -IEL Klassische y6-T-Zellen 17,81
CD27/ vd -IEL Nicht klassische y3-T-Zellen <1

CD2"/CD5/CD16" -IEL NK-Zellen 28,01

CD =  cluster of differentiation: Zusammenfassung monoklonaler Antikorper, die dasselbe

Zelloberflichenmolekiil erkennen. IEL = intraepitheliale Lymphozyten; NK = natiirliche Killerzellen
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5. Diskussion

5.1 Hintergrund der Arbeit und Versuchsziele

Die Zeit nach dem Absetzen stellt fiir Ferkel eine kritische Phase dar. Gastrointestinale
Erkrankungen in Verbindung mit einer geringeren biologischen Leistung zu Beginn der
Aufzuchtphase fiilhren zu gravierenden ©konomischen Verlusten und stellen ein
Tierschutzproblem dar. MKFS und KOS kénnen in der Erndhrung von Absetzferkeln eine
schnell verwertbare Energiequelle darstellen, aber auch aufgrund ihrer moglichen Wirkungen
auf die intestinale Mikrobiota bzw. auf darmmorphologische Strukturen und auf das
darmassoziierte Immunsystem von besonderer Bedeutung sein.

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen sollte einerseits iiberpriift werden, ob eine
kombinierte Fiitterung der mittelkettigen Fettsduren Capryl- und Caprinsédure mit kurzkettigen
organischen Sduren (Fumar- und Milchsdure) an Absetzferkel iiber eine pH-Wert-Absenkung
im vorderen Verdauungstrakt eine antibakterielle Wirkung mittelkettiger Fettsduren
ermoglicht. Andererseits sollte durch die Erhebung der Linge der Diinndarmzotten und
Kryptentiefe bzw. durch die Quantifizierung intraepithelialer Lymphozyten Effekte von
mittelkettigen Fettsduren und kurzkettigen organischen Séauren auf die Diinndarmschleinhaut
und auf das lokale darmassoziierte Immunsystem detektiert werden. Interaktionen mit
verdauungsphysiologischen Vorgingen wurden aullerdem beriicksichtigt.

5.2 Bewertung des Studiendesigns und der Versuchsdurchfithrung

5.2.1. Versuchstiere und Haltungsbedingungen

Am Tag der Einstallung in den Versuchsstall wurden die verwendeten Ferkel mit einem Alter
von 25 + 1 Tagen im Erzeugerbetrieb abgesetzt. Die Tiere wurden aus einem
salmonellenfreien Bestand zugekauft. Da nicht geniigend weibliche Tiere zur Verfiigung
standen und um die Ergebnisse der Untersuchungen besser vergleichen zu koénnen, wurden
nur ménnliche kastrierte Ferkel fiir alle drei konsekutiven Versuchsreihen eingesetzt. Die
Haltung erfolgte am Institut fiir Tiererndhrung der Freien Universitit Berlin, in zwei gleich
strukturierten Stallriumen in Flatdeckabteilen, wobei die Einstalltemperatur 28° C betrug. Die
Luftfeuchte betrug 65 % und ein Lichtprogramm gewihrleistete eine 16stiindige Licht- und
8stiindige Dunkelphase, so dass gegebene Haltungsbedingungen nicht differierten und sich
nicht auf die Ergebnisse der Untersuchungen auswirken konnten. Um einen moglichen
Sauenfaktor auf die erhobenen Parameter zu minimieren, stammten die Ferkel von 15
unterschiedlichen Sauen des gleichen Betriebes. In allen Versuchsgruppen wurden, aus
tierschutzrelevanten Griinden, zwei Ferkel in einer Bucht zusammengehalten. Es wurde
beachtet, dass nur Ferkel von unterschiedlichen Sauen zusammengehalten wurden.

5.2.2 Fiitterungsgruppen und Studiendesign

Am Tag der Einstallung wurden die Versuchsferkel zufillig auf vier Fiitterungsgruppen
aufgeteilt. Fiir die Vergleichbarkeit der drei Versuchsdurchgiinge entstammten alle Diéten aus
einer Grundmischung. Um die statistische Aussage der Ergebnisse zu erhohen, erfolgte die
Auswahl eines zweifaktoriellen Studiendesigns. Die Kontrollgruppe erhielt ein
Ferkelaufzuchtfutter nach Empfehlungen der GfE (2006). Der Versuchsfuttermischung der
Gruppe KOS wurde 1,05 % eines Produktes (71 % Séure und 29 % Siliciumdioxid (Si0,)),
welchem Fumar- und Milchsédure zugesetzt wurde. Der Versuchsgruppe KOS und MKFS
wurde zusitzlich 0,3 % eines Produkts (50 % MKFS und 50 % SiO,, welches Caprylsdure
(C8:0) und Caprinsdure (C10:0) enthielt, beigefiigt. Das Wirkungsoptimum fiir Fumarsiure
soll in einem Bereich von 1,5-2 % liegen (Kirchgessner und Roth, 1975). Jedoch ist bei einer
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Erhohung des Séaureanteils, vermutlich durch den Verlust der Schmackhaftigkeit, in der
Ration hiufig ein Riickgang des Futterverzehrs zu beobachten (Thacker et al., 1980; Edmonds
et al., 1985; Falkowski und Aherne, 1984; Giesting und Easter, 1985; Radecki et al., 1988).
Freie MKFS fiihren ebenfalls aufgrund ihres ziegenartigen Eigengeruchs hiufig zu einer
verringerten Futteraufnahme (Odle et al., 1991 a, b; Decupyere und Dierick, 2003), insofern
konnte die Konzentration nicht hoher als 0,15 % (je 0,75 g/kg Capryl- und Caprinsdure)
gewdhlt werden (Angaben des Herstellers). Die Ferkel der Versuchsgruppe MKEFES erhielten
ebenfalls Capryl- und Caprinsdure, dieser Futtermischung wurde auflerdem 0,05 % eines
unbekannten rohfaserhaltigen Produkts zugesetzt, wobei davon ausgegangen wird, dass dieses
aufgrund der geringen Konzentration keinen Einfluss auf die erfassten Parameter hat.
Mogliche Effekte des Produktes auf die Ergebnisse der Untersuchungsparamter kann
aufgrund der unbekannten Rohfaserquelle im Folgenden nicht diskutiert werden.

5.2.3 Versuchsdurchfiihrung

Da die Ferkel im Erzeugerbetrieb die Moglichkeit hatten, Beifutter aufzunehmen und um
etwaige Einfliisse zu kompensieren, erstreckte sich die Fiitterungsphase iiber 28 Tage, wobei
in den ersten drei Wochen die Fiitterung ad libitum erfolgte. Um die Tiere fiir die
Sektionstage vorzubereiten, wurde in der vierten Woche restriktiv gefiittert. Einerseits
ermoglichte dies an den Sektionstagen die Fiillung des Gastrointestinaltrakts, anderseits
konnte die  Vergleichbarkeit der Digestaparameter, insbesondere die der
Verdaulichkeitsanalysen zwischen den Gruppen und Tieren, gewihrleisten werden. Der
Versuch erfolgte in drei aufeinanderfolgenden konsekutiven Versuchsreihen. Die Abstdnde
zwischen den einzelnen Durchgédngen betrugen, um klimatische Auswirkungen auf die
Ergebnisse moglichst gering zu halten, maximal drei Wochen. Die Totung am Versuchsende
erfolgte an drei Folgetagen, wobei an jedem Tag pro Gruppe ein Ferkel euthanasiert wurde.
Die morgendliche Fiitterung am jeweiligen Tag wurde so organisiert, dass die Zeitspanne
vom Zugang zum Futter bis zur Probengewinnung fiir jedes Ferkel ca. drei Stunden betrug.
Die Totungszeitpunkte in Abhédngigkeit der Gruppenzugehorigkeit variierten zwischen den
drei Versuchsreihen, um die Vergleichbarkeit, insbesondere der postprandialen pH-Werte, zu
ermoglichen.

5.3 Diskussion der Ergebnisse

5.3.1 Einfliisse von MKFS und KOS auf verdauungsphysiologische Parameter

Einfliisse auf die zootechnischen Parameter

Die Erhebung der Leistungsparameter Futteraufnahme und Lebendmasse erfolgte
wochentlich. Um Ungenauigkeiten in der Futterriickwaage so gering wie moglich zu halten,
wurde unter jeden Futtertrog ein Metallblech verbracht. Die Reste wurden bei der Riickwaage
miteinbezogen. Die individuelle Lebendmasse wurde wochentlich morgens vor der Fiitterung
ermittelt, wobei sich die Gewichte wihrend der ersten drei ad libitum-Versuchswochen auf
nicht niichterne Tiere bezog, da bedingt durch die Art der Fiitterung, der Trog zu jeder Zeit
Futter enthielt. Bei der Bewertung der Modulation der Leistungsdaten durch die
Futterzusatzstoffe ist die Zeitspanne der Erhebungen kritisch zu betrachten. Die Fiitterung
erfolgte in den ersten drei Wochen ad libitum sowie in der letzten Woche restriktiv. Die erste
Versuchswoche lisst als Adaptionsphase keine eindeutige leistungsbezogene Aussage, so dass
die ad libitum-Fiitterungszeit vermutlich zu kurz gewéhlt wurde.

Unabhingig von der Gruppenzugehorigkeit begannen die Ferkel bereits am Tag der
Einstallung bzw. zu Beginn des ersten Versuchstages mit der Futteraufnahme. Bereits nach
Ende der ersten Fiitterungswoche konnte eine Zunahme der Lebendmasse verzeichnet werden.
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Eine hiufig in der ersten Woche nach dem Absetzen auftretende Futterverweigerung, gepaart
mit einer Minderung der Lebendmassezunahme (Bruinix et al., 2001; Le Dividich und Séve,
2000; Zabielski et al., 2008), konnte insofern nicht beobachtet werden. Dies lag vermutlich
teilweise an der praktizierten Beifiitterung der Saugferkel im Herkunftsbetrieb, da sich die
Tiere zumindest auf die neue Textur eines Aufzuchtfutters einstellen konnten. Da die Ferkel
bei Einstallung in den Versuchsstall wieder mit einem neuen Futter konfrontiert wurden sowie
zuvor der Belastung eines Transports ausgesetzt wurden, kann die nahezu unverziigliche
Futteraufnahme nach FEinstallung ebenso durch eine hohe Schmackhaftigkeit des
Versuchsfutters begriindet sein. Da nach Zusatz KOS und MKFS hiufig ein Riickgang des
Futterverzehrs zu verzeichnen war (siehe Punkt 5.2.2), kann davon ausgegangen werden, dass
die Auswahl der Konzentrationsstufe fiir die Futterzusatzstoffe im Toleranzbereich der Tiere
lag.

Nach Abschluss der Adaptionszeit an das neue Futter wurde ein signifikanter Einfluss der
MKEFS auf die erhobenen zootechnischen Parameter deutlich. In der dritten Versuchswoche
erzielte die Gruppe MKEFS die hochste tidgliche Lebendmassezunahme, sie lag signifikant iiber
derjenigen der Kontrollgruppe und Versuchsgruppe KOS. Die kombinierte Fiitterung von
kurzkettigen organischen Sduren und MKFS erbrachte in gleicher Versuchswoche lediglich
im Vergleich zur Gruppe KOS eine signifikante bzw. verglichen mit der Kontrollgruppe eine
tendenzielle Steigerung der téglichen Lebendmassezunahme. In der vierten restriktiven
Fiitterungswoche nivellierten sich die erzielten Ergebnisse aus der dritten Versuchswoche.
Dies kann wahrscheinlich durch die restriktive Fiitterungsweise begriindet werden. Es konnte
auch aufgrund dieser Ergebnisse der Einsatz MKFS wéhrend der akuten Phase nach dem
Absetzen bzw. schon als Beifiitterung von Saugferkeln sinnvoll erscheinen.

Untersuchungen zum Einsatz MKFS in der Fiitterung von Absetzferkeln ergaben Ahnliches.
Die kombinierte Gabe von MK-TG mit verschiedenen Lipasen bei Absetzferkeln fiihrte zu
einer Erhohung der tdglichen Korpermassenzunahme um 10% und zu einer Absenkung des
Futteraufwandes um 3% (Dierick et al., 2002 b). Bei der Uberpriifung verschiedener
Fettquellen (MK-TG, Sojadl und tierisches Fett) auf die Lebendmassezunahme und
Futteraufnahme wurde zusitzlich deutlich, dass die Fiitterung von MK-TG innerhalb der
ersten 14 Tage nach dem Absetzen die Lebendmassezunahme steigern und den Futteraufwand
verbessern konnte (Dove et al., 1993). Im Gegensatz dazu erhohte sich in vorliegender Studie
die Futteraufnahme nur tendenziell durch den Zusatz MKFS innerhalb der dritten
Versuchswoche, der Futteraufwand blieb jedoch unberiihrt, so dass die Zunahme der
Lebendmasse in gleicher Woche nicht ausschlieBlich iiber eine FErhohung der
Schmackhaftigkeit zu erkléren ist.

Der Zusatz von MKFS beeinflusste die scheinbare praecaecale Verdaulichkeit des Rohfetts
signifikant (p = 0,035). Die mittlere prozentuale praecaecale Verdaulichkeit des Rohfetts der
Gruppe KOS und MKEFS lag dabei tendenziell unter derjenigen der Kontrollgruppe, wobei der
geringere Probenumfang fiir die Bestimmung der praecaecalen Verdaulichkeit des Rohfetts
vermutlich eine Signifikanz verhinderte. MKFS stellen, verglichen mit langkettigen LKFS,
eine fiir den Organismus schnell verfiigbare Energiequelle dar. Der Hauptteil freier MKFS
wird bereits im vorderen GI-Trakt aus MK-TG hydrolytisch gespalten und gelangt durch
Bindung an Serumalbumin direkt zur Leber (Bloch, 1974; Bach und Babayan, 1982; Guillot
et al, 1993; 1994) und kann direkt {iber die mitochondriale p-Oxidation zur
Energiegewinnung genutzt (Wojtczak und Schonfeld, 1993; Turner et al., 2009). Die auch bei
neugeborenen Ferkeln nachgewiesene effizientere energetische Ausnutzung von MKEFS,
verglichen mit LKFS (Odle et al., 1989), konnte auch die in diesem Versuch vorliegende
geringere praecaecale Verdaulichkeit des Rohfetts erkldren. Die Vorteile der energetischen
Umsetzung MKFS konnte auch die Erhohung der tdglichen Zunahmen der Tiere innerhalb der
dritten Versuchswoche teilweise erklédren, allerdings ist die aufgenommene Menge so gering,
dass andere Faktoren eine Rolle gespielt haben diirften.
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Die mit dem Absetzen beobachteten strukturellen und funktionellen Wandlungen im
Diinndarm, in der akuten Phase mitunter gepridgt durch die massive Reduktion der Zottenhche
und Enzymaktivitit, gelten hinsichtlich der Tiergesundheit durch die Abnahme der
Schleimhautintegritdt als moglicher Wegbereiter fiir die Manifestierung schwerwiegender
Durchfallerkrankung in Verbindung mit fehlenden Zuwachsraten nach dem Absetzen (Cera et
al., 1988; Nabuurs et al., 1995; Pluske et al., 1997; Zabielski et al., 2008). MKFS konnen
auch direkt von den Enterozyten als Energiequelle genutzt werden und sich insofern positiv
auf die Regenerationszeit der Diinndarmzotten nach dem Absetzen auswirken (Guillot et al.,
1993; Greenberger et al., 1965). Bei Absetzferkeln fiihrte die Fiitterung MKFS durch Zusatz
von Cuphea-Samen (C. lancelota und C. ignea) und Lipase zu einer signifikanten Steigerung
der Zottenldnge im distalen Bereich des Diinndarms, gepaart mit einer geringeren
Kryptentiefe entlang des gesamten Diinndarms und einem gréBeren Verhiltnis von
Villuslidnge/Kryptentiefe in beiden Abschnitten (Dierick et al., 2003).

Ahnliches zeigten auch die Ergebnisse der morphometrischen Analysen in dieser Arbeit,
wobei die lingsten Diinndarmzotten in Verbindung mit den tiefsten Krypten die Tiere der
Gruppe MKFS und KOS aufwiesen, verglichen mit der Kontrollgruppe und Gruppe KOS.
Eine Vertiefung der Krypten soll aus einer Kryptenzellproliferation resultieren; sie soll ab
dem dritten Tag nach dem Absetzen der verstirkten Nachbildung von Enterozyten dienen und
die regenerative Zunahme der Villuslinge ermdglichen (van Dijk et al., 2001; Hedemann et
al., 2003; Miller und Slade, 2003; Zabielski et al., 2008). Die Ergebnisse der eigenen
Untersuchungen zeigten eine potenzielle fordernde Wirkung der MKFS auf die
Darmmorphologie von Absetzferkeln, welche die Steigerung der tdglichen Zunahme der
dritten Forderungswoche zumindest teilweise erkldren konnte. Aufgrund der schlecht
erhaltenen Darmmorphologie, vermutlich durch die Manipulation wihrend der Sektion,
wurden lediglich sechs Tiere in die Auswertung miteinbezogen, so dass keine statistisch
absicherbaren Gruppenunterschiede nachgewiesen wurden. Die Messung der Villuslange und
Kryptentiefe am mittleren Jejunum erfolgte in Kombination mit der Quantifizierung der
intraepithelialen Lymphozyten mittels Immunhistochemie und Durchflusszytometrie. Durch
die gegebene zeitintensive Aufarbeitung der Zellen fiir die durchflusszytometrischen
Nachweise wihrend der Sektionstage wurden die Untersuchungen lediglich fiir die Tiere der
Kontrollgruppe sowie die Gruppen KOS sowie MKFS und KOS durchgefiihrt.

Einfliisse von MKFS und KOS auf die pH-Werte im GI-Trakt und Bedeutung fiir die
Verdaulichkeit der Nihrstoffe

Die Salzsdureproduktion ist bei Ferkeln bis zur 8. Lebenswoche nicht vollstindig ausgebildet
(Manners, 1976). In der Saugperiode liegen die postprandialen (ein bis drei Stunden nach der
letzten Nahrungsaufnahme) pH-Werte im Magen in einem Bereich von 3,3 bis 3,9. In dieser
Phase wird die Milchsdure (iiber die mikrobielle Fermentation des Milchzuckers) als
hauptsichlicher azidierender Faktor angesehen (Schnabel et al. 1982). Beim Absetzferkel
steigen die postprandialen pH-Werte auf bis zu 5,0 an und sinken erst innerhalb der 9.
Lebenswoche, bedingt durch die zunehmende Salzsdureproduktionskapazitit, wieder auf
Werte unter 4,3 (Schnabel et al. 1982; Kamphues, 1988; Buchheit, 2009). Ein Mangel an
Salzsdure bewirkt sowohl eine beschleunigte Magenentleerung als auch eine verkiirzte
Darmpassagezeit, beeintrichtigt die Verdauungsvorgédnge und wird als wesentliche Ursache
fir Verdauungsstorungen und die damit verbundene geringere biologische Leistung der
Ferkel angesehen (Roth und Kirchgessner, 1989 a, b; Lesniewska et al., 1998; Boudry et al.,
2004; Bligney et al., 2005; Lalles et al., 2007). Eine unzureichende Durchsduerung des
Mageninhalts bedingt auBerdem eine verminderte hydrolytische Spaltung von
Nahrungsproteinen. Eine umfangreiche Proteolyse findet erst bei Magen pH-Werten unter 4,0
statt, wobel beim Schwein eine maximale Pepsinaktivitit in einem Bereich von pH 1,8-2,8
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und 3,5-3,8 nachgewiesen werden konnte (Taylor, 1959). Ein zu hoher pH-Wert im Magen
gilt aulerdem als Risikofaktor im Sinne einer verminderten Barrierewirkung gegen exogene
Keime (Smith und Jones, 1963; Sangild et al., 2000). Kurzkettige organische Sduren und
mittelkettige Fettsduren konnen als Protonendonatoren fungieren und insofern vorliegende
pH-Werte reduzieren und einem Salzsduremangel moglicherweise entgegenwirken. In
welchem Umfang dies gelingt, wird durch die Stirke einer Siure bestimmt. Uber den pKs-
Wert wird die Siurestirke definiert. Je kleiner der pKs-Wert, desto stirker die Siure
(Schelhorn, 1951; Fieser und Fieser, 1972; Roth und Kirchgessner, 1989 a).

In vorliegender Untersuchung wurde der gastrale pH-Wert im Bereich des Magenausganges
signifikant durch den Zusatz von MKFS moduliert. Die mittleren pH-Werte der Gruppe
MKEFS sowie MKFS und KOS lagen signifikant unter demjenigen der Gruppe KOS, bei
Werten unter 3,0. Der pH-Wert aus der Digesta von Jejunum und Ileum der Gruppe MKFS
war, verglichen mit der Kontrollgruppe, ebenfalls signifikant reduziert. Im Gegensatz zu den
Erwartungen, hatte die im Magen erzielte Absenkung des pH-Wertes keinen Einfluss auf die
Proteinverdaulichkeit. Weder die praecaecale, noch die Gesamtverdaulichkeit des
Rohproteins unterschieden sich zwischen den Gruppen.

Die Ergebnisse der vorliegenden pH-Wert-Messung lassen sich nicht tiber die pKs-Werte der
zugesetzten Sduren begriinden. Fumarsédure als zwei-protonige Siure besitzt zwei pKs-Werte
(3,0 bzw. 4,4), Milchsdure lediglich einen pKs-Wert von 3,8 (Fieser und Fieser, 1972; Roth
und Kirchgessner, 1989 a). Die eingesetzten MKFS Capryl- und Caprinsdure besitzen,
verglichen mit Fumar- und Milchséure, einen hoheren pKs-Wert (4,89) (Beckett und Moffat,
1969; Hsiao und Siebert, 1999) und stellen folglich schwichere Sduren dar. Vermutlich
wirkte die zeitliche Spanne zwischen der letzten Fiitterungsaufnahme und dem
Sektionszeitpunkt auf die analysierten pH-Werte ein und bedingt die hier dargelegten
Unterschiede. Trotz der bereits beschriebenen Mallnahmen zur Vergleichbarkeit der Werte
(Punkt 5.2.2) war es nicht moglich, die Tiere immer in exakt iibereinstimmenden zeitlichen
Abstinden zu euthanasieren, da fiir den Ubergang in eine tiefe Narkose fiir jedes Ferkel eine
individuelle Zeit benotigt wurde.

5.3.2 Einfliisse von MKFS und KOS auf die gastrointestinale Mikrobiota unter

besonderer Beriicksichticung der pH-Wert Absenkung im vorderen GI-Trakt

Die Bewertung antibakterieller Effekt durch die Zulage MKFS und/oder KOS erfolgte anhand
der Quantifizierung der Laktobazillen, der Enterobakterien sowie der vorkommenden E. coli-
Pathogenititsfaktoren. Die bakteriellen Metaboliten D- und L-Laktat, Ammonium sowie
kurzkettige Fettsduren wurden zur Betrachtung der Fermentationsvorginge zusitzlich
bestimmt. Aus organisatorischen Griinden erfolgte die Quantifizierung der aufgefiihrten
Bakterien nur aus der Digesta von je sechs Tieren, diese wurden randomisiert ausgewéhlt.

Effekte von MKFS und KOS auf die quantifizierte Zellzahl der Laktobazillen und

Enterobakterien

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mittels Real-Time-PCR (qPCR), auf eine zusitzliche
Kultivierung wurde verzichtet, da die qPCR eine schnellere und gleichzeitig sichere Methode
zur Quantifizierung von Bakterien darstellt.

Die Quantifizierung der Laktobazillen ergab fiir keinen der untersuchten Darmabschnitte
signifikante Differenzen zwischen den einzelnen Fiitterungsgruppen. Die Untersuchung der
Enterobakterien aus der Digesta des Magens ergab einen gesicherten Effekt (p = 0,019) durch
die Faktoren KOS bzw. einen tendenziellen (p = 0,052) durch MKFS auf die mittlere Zellzahl
dieser Bakteriengruppen. Im Magen lag die Anzahl an Enterobakterien in der Versuchsgruppe
mit dem alleinigen Zusatz KOS tendenziell unter derjenigen der Kontrollgruppe bzw.
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signifikant unter der Zellzahl der Versuchsgruppe, welche MKFS als alleinigen Zusatz
wihrend der Versuchsphase erhielt. Im Jejunum und Kolon wurden dhnliche Verschiebungen
deutlich. Im Jejunum wirkte sich der Zusatz MKFS bzw. MKFS und KOS signifikant (p =
0,042 bzw. p = 0,049) auf die mittlere Anzahl der Enterobakterien aus, wobei der mittlere
Bakteriengehalt im Kolon lediglich durch MKFS beeinflusst wurde (p = 0,025). Die Anzahl
der Enterobakterien der MKFS-Gruppe befand sich im Jejunum signifikant iiber derjenigen
der anderen Gruppen. Die Tiere der KOS-Gruppe wiesen im Mittel in der Digesta des Kolons
die geringste Zellzahl an Enterobakterien auf, sie lag signifikant unter derjenigen der MKFS-
Gruppe bzw. tendenziell unter der Zellzahl der Fiitterungsvariante KOS und MKFS.

Die Ergebnisse bestitigen zumindest den in der Literatur beschriebenen antibakteriellen
Effekt fiir kurzkettige organische Séduren. In vitro konnten durch Bestimmung der Keimzahl
und Messung bakterieller Metaboliten mitunter fiir Milch- und Fumarsdure eine pH-
abhidngige antibakterielle Wirkung nachgewiesen werden (Knarreborg et al., 2002;
Chaveerach, 2002; Boyen et al., 2008). Bei pH 3 und 4 war es moglich, durch Zusatz der
Sauren eine signifikante Reduktion koliformer Keime, von Laktobazillen und Campylobacter
spp. zu erreichen (Knarreborg, 2002; Chaveerach, 2002). In vivo fiihrte die kombinierte
Zulage von Ameisen- und Milchsdure zu einem giinstigen Verhiltnis zwischen Laktobazillen
und koliformen Bakterien durch die Reduktion koliformer Bakterien, insbesondere im
mittleren Diinndarm (Franco et al., 2005). Allerdings fiihrte die Zulage von Fumarsédure in
vivo, wie in vorliegender Studie, ebenfalls zu keiner Verdnderung der Gesamtanzahl
kultivierter Laktobazillen aus der Digesta des Magens, Jejunums, Kolons und Zikums (Risley
et al., 1992). In den eigenen Untersuchungen wurde lediglich die Anzahl der gesamten
Enterobakterien bestimmt und keine Differenzierung dieser Bakteriengruppe durchgefiihrt, so
dass an dieser Stelle nicht néher erldutert werden kann, welche Gattung durch KOS reduziert
wurde und eine Bewertung hinsichtlich positiver oder negativer Auswirkung fiir die Ferkel
nicht erfolgen kann.

Die hier nachgewiesene Erhohung der Enterobakterien durch MKFS im GI-Trakt steht im
Widerspruch zu den Ergebnissen verschiedener in vitro und in vivo Untersuchungen: Die
Kombination von Capryl- und Caprinsdure konnte unter Simulierung gastraler Bedingungen
in vitro beim Erreichen einer sehr hohen Konzentration von 0,35 g MKFS / 100 g Medium
(25 mM) bzw. 0,45¢g/100 g frische Digesta eine signifikante (> 10fache) Reduktion
koliformer Keime bewirken. Konzentrationen unterhalb dieser Grenze wurden als unwirksam
eingestuft (Dierick et al., 2002 a, b). Die Hemmung koliformer Keime und von Salmonella
Typhimurium konnte auch an einem porzinen permanenten Zellkulturmodells unter
Simulierung der im Zikum vorherrschenden Verhiltnisse erfolgreich getestet werden.
Allerdings konnten diese Daten in vivo nicht reproduziert werden (Messens et al., 2010). In
vivo konnte aber nach Zulage MK-TG in Kombination mit Lipasen bei Absetzferkeln
ebenfalls eine signifikante Reduktion koliformer Keime in der Digesta von Magen und
Duodenum erzielt werden (Dierick et al 2002 b). Die Fiitterung der MKFS enthaltenden
Cuphea-Samen (C. lancelotta und C. ignea) und Lipase bei Absetzferkeln fiihrte zu einer
tendenziellen Reduktion der Gesamtkeimzahl koliformer Keime im proximalen Diinndarm,
aber auch zu einer Erhohung im Magen und distalen Diinndarm (Dierick et al., 2003). Der
simultane Zusatz von umschichteter (gecoateter) Buttersdure und Caprylsdure im Futter
(3,1 g/kg) abgesetzter Ferkel fiihrte nach der gezielten Infektion mit Salmonella
Typhimurium (7x10” KbE) zu einer geringeren fikalen Ausscheidung des Erregers bei
gleichzeitiger Hemmung der intestinalen Kolonisation (Boyen et al., 2008).

Freie Fettsauren fithren aufgrund ihres ziegenartigen Eigengeruchs héaufig zu einer
verringerten Futteraufnahme (Odle et al., 1991 a, b; Decupyere und Dierick, 2003), insofern
konnte die Konzentrationsstufe nicht hoher als insgesamt 0,15 % (je 0,75 g/ kg Capryl- und
Caprinsaure) gewahlt werden (Angaben des Herstellers). Die von Dierick et al. (2002 a, b) fiir
Capryl- und Caprinsédure postulierten antibakteriell wirksamen Konzentrationen konnten
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insofern bereits im Futter nicht erreicht werden. Die Bestimmung MKFS aus der Digesta
verdeutlichte auerdem einen rapide sinkenden Konzentrationsverlauf bereits bei Ubergang in
das Duodenum. Aus dem Mageninhalt der Tiere der Gruppe MKFS konnten insgesamt
0,41g/uS bzw. 0,37g/uS mittelkettige Fettsduren aus dem Magen der Tiere der Gruppe
MKFS und KOS ermittelt werden. Bei den Tieren beider Gruppen lag die
Gesamtkonzentration beider Fettsduren im Anfangsabschnitt des Duodenums (Pars cranialis)
unter 0,1 g/ kg uS. In der Arbeit von Buchheit (2009) konnte die Umschichtung (,,Coating”)
der Fettsduren zwar tendenziell die Futteraufnahme erhohen, es konnte jedoch die rasche
Resorption der Fettsduren nicht verhindern, insofern wurde in vorliegender Arbeit auf ein
Coating verzichtet.

In vitro-Untersuchungen konnten eine negative Korrelation zwischen einem steigendem pH-
Wert und der Wirksamkeit der MKFS aufzeigen, so dass die antibakterielle Wirkung
moglicherweise auch in vivo abhingig vom Dissoziationsgrad der Fettsduren ist. Der
undissoziierten Form wird generell eine stirkere Wirkung zugesprochen (Hsiao und Siebert,
1999; Sun et al.,, 2002). Der pH-Wert des umgebenden Milieus kann insofern die
Wirksamkeit von MKFS entscheidend beeinflussen (Eklund, 1983; Hsiao und Siebert, 1999;
Sun et al., 2002). Bei neutralen pH-Werten liegen MKFS iiberwiegend in dissoziierter Form
vor, erst bei Werten zwischen 3 und 6 kann das Gleichgewicht zugunsten der undissoziierten
Form verschoben werden (Bach und Babayan, 1982; Greenberger und Skillmann, 1969; Odle
et al., 1997, Dierick et al., 2002 a).

Durch die gleichzeitige Fiitterung von KOS sollte, iiber die Modulation des
Dissoziationsgrades der Fettsduren, trotz der gering zugefiigten Menge an MKEFS, eine
antibakterielle Wirkung ermdglicht werden. Die bereits beschriebenen reduzierten pH-Werte
(sieche Punkt 5.3.1) sollten zumindest im vorderen Verdauungstrakt, aufgrund der
anzunehmenden Verschiebung des Gleichgewichtes zugunsten der undissoziierten Form der
Fettsduren, eine stirkere antibakterielle Wirkung erzeugen koénnen. Die Ergebnisse dieser
Arbeit widersprechen einer vom Dissoziationsgrad der MKFS abhiingigen antibakteriellen
Wirksamkeit. Durch den Zusatz organischer Sduren konnte die antibakterielle Wirksamkeit
von MKEFS nicht verstirkt werden.

Effekte auf die Exprimierung von E. coli-Pathogenitiitsfaktoren

Da durch Kultivierung lediglich der Nachweis koliformer Keime gelingt, aber keine Aussage
iiber eine Pathogenitit getroffen werden kann, diente eine Multiplex PCR als qualitativer
Nachweis (Screening-Methode) der vorkommenden E. coli- Pathogenititsfaktoren. Diese
Methode stellt eine schnelle und sensitive Screeningmethode zum gleichzeitigen Nachweis
verschiedener Pathogenitidtsfaktoren dar. Der qualitative Nachweis erfolgte im Kolon.
Aufgrund der lidngeren Verweildauer der Digesta in diesem Abschnitt, verglichen mit
derjenigen im Diinndarm, war von einer hoheren Wahrscheinlichkeit auszugehen, die
Pathogenititsfaktoren =~ nachzuweisen.  Die  vier am  héufigsten  detektierten
Pathogenititsfaktoren (est-II (STb), Stx2e (STx), Fas (987p) und fedA (F18ab)) wurden
anschlieend aus der Digesta des Kolons bzw. est-II und fedA zusitzlich aus dem Magen-
und Ileuminhalt quantifiziert. Enterotoxische FE. coli-Stimme (ETEC) gelten als
Hauptverursacher der Kolidiarrhoe bei Absetzferkeln (Bilkei, 1996; Fairbrother et al., 2005;
Nagy und Fekete, 2005; Casey und Bosworth, 2009). Hiufig nachgewiesene Isolate
exprimieren ein oder mehr als fiinf verschiedene Adhisine K88 (F4), K99 (F5), F41, 987P
(F6) und F18 (F107/2134P) sowie hitzelabile (LT1 und LT2) und hitzestabile (STa und STb)
Enterotoxine (Blanco et al., 1997; Nagy und Fekete, 1999, 2005). Das Enterotoxin STb gilt
als das am héufigsten detektierte Enterotoxin bei an Durchfall erkrankten Saug- und
Absetzferkeln (Moon et al., 1986; Blanco et al., 1997). Es ist zudem moglich, dass PWD
auslosende ETEC-Stimme auch das Shigatoxin (Stx2e (STx)) bilden kénnen und insofern
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auch potenziell eine Kolienterotoxdmie auslosen konnen (Nagy und Fekete, 1999). Die am
hiufigsten isolierten pathogenen E. coli-Stimme aus an Odemkrankheit erkrankten Tieren
zeigen die Bildung des Adhésins F18 und des Shigatoxins (Stx2e) (Imberechts et al., 1992).
Bei der Quantifizierung der est-II-Amplifikate (STb) im Magen und Ileum lagen in beiden
Abschnitten lediglich die Ergebnisse von je zwei Tiere der Kontrollgruppe und der
Versuchsgruppe MKFS und KOS sowie bei fedA (F18ab) keines der Tiere iiber der
Nachweisgrenze. Die statistische Auswertung erfolgte daher nur fiir die gemessenen
Zellzahlen aus dem Kolon. Kurzkettige organische Sduren hatten auf die mittlere Zellzahl der
est-II-, Stx2e- und Fas positiven E. coli-Stimme einen signifikanten Einfluss.
Gruppenunterschiede konnte vermutlich aufgrund der geringen Probenanzahl nicht signifikant
abgesichert werden, wobei die Anzahl der est-Il exprimierenden E. coli-Stimme bei den
Tieren der KOS-Gruppe im Mittel, verglichen mit der Kontrollgruppe und MKFS-Gruppe,
tendenziell (p = 0,052) reduziert wurde. Die mittlere Fas (987p)-Amplifikatanzahl der Gruppe
KOS und MKEFS lag unter derjenigen der Kontrollgruppe. Aufgrund der zu geringen Fallzahl
fiir die Ermittlung der Anzahl fedA (F18ab)-positiver E. coli-Stamme konnten die Daten nicht
statistisch ausgewertet werden.

Die hier aufgefiihrten Ergebnisse zeigen einerseits eine potenziell hemmende Wirkung
organischer Sduren auf pathogene E. coli-Stimme, allerdings lassen die geringen Zellzahlen
und die Probenanzahl keine statistische signifikante Aussage zu.

Weiterhin ist zu bemerken, dass die klinische Manifestierung einer PWD bzw. ED eine
multifaktorielle Genese besitzt (Bilkei et al., 1996; Waldmann und Wendt, 2004). In allen drei
durchgefiihrten Versuchsreihen konnten keine markanten Unterschiede hinsichtlich der
gesundheitlichen Parameter und der Durchfallinzidenz zwischen den Gruppen ermittelt
werden, so dass alleine der Nachweis dieser Pathogenititsfaktoren in vorliegender Arbeit
keinen Riickschluss auf die Entstehung dieser Krankheitsbilder zu lassen.

Im Gegensatz dazu konnte anhand eines Infektionsversuches mit pathogenen E. coli-Keimen
bestitigt werden, dass der gleichzeitige FEinsatz kurzkettiger organischer Siuren
(Propionsdure, Milchsdure, Ameisensdure, Apfelsdure, Zitronensdure, Fumarsiure) ETEC-
bedingte Durchfille erfolgreich kontrollieren kann. Verglichen mit der Kontrollgruppe konnte
die Anzahl der Neuerkrankungen in einem Bestand signifikant gesenkt und auch eine
Milderung des Schweregrads der Erkrankung erreicht werden (Tsiloyannis et al., 2001).

Einfluss von MKFS und KOS auf die analysierten bakteriellen Metaboliten

Zur Betrachtung der Fermentationsvorgidnge wurden zusétzlich die bakteriellen Metaboliten
D- und L-Laktat, Ammonium sowie kurzkettige fliichtige Fettsduren bestimmt, wobei
lediglich die Analyse der SCFA signifikante Unterschiede zeigte.

Kurzkettige Fettsduren entstehen primir im Dickdarm durch die Fermentation unverdauter
Kohlenhydrate, dabei entstehen zum grofiten Teil Essigsdure, Propionsdure sowie Buttersédure
(James et al., 2003). Eine bakterielle Nutzung von Aminosduren erfolgt insbesondere bei
geringen Mengen an fermentierbaren Kohlenhydraten, infolgedessen entstehen vermehrt die
verzweigten Fettsduren iso-Butter- und iso-Valeriansdure (Blau et al., 2007; Lalles et al.,
2007).

Der Zusatz MKFS beeinflusste in der vorliegenden Arbeit signifikant die bakteriellen
Metabloiten in der Digesta des Jejunums, wobei die gemessene Gesamtkonzentration der
kurzkettigen Fettsduren in der Gruppe MKFS deutlich unter derjenigen der Gruppe KOS bzw.
tendenziell unter derjenigen der Kontrollgruppe lag. Die Erhohung der Enterobakterienanzahl
der Gruppe MKFS im Jejunum bedeutete insofern nicht gleichermaflen eine gesteigerte
bakterielle Stoffwechselaktivitdt. Im Kolon hingegen bewirke die Fiitterung von KOS, im
Vergleich zur Gruppe MKEFS, eine abgesicherte (p = 0,023) Minderung der
Gesamtkonzentration SCFA und spiegelt vermutlich die geringere Anzahl an Enterobakterien
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dieser Versuchsgruppe wider, wobei die Zusammensetzung der einzelnen SCFA konstant
blieb.

5.3.3 Einfliissse von MKFS und KOS auf das lokale darmassoziierte Immunsystem im

Diinndarm

Eine intakte Schleimhautoberfldche gilt als wichtige Barriere gegeniiber Infektionen, um ihre
physiologischen Aufgaben zu erfiillen besteht aber eine gewisse Durchlissigkeit, die als
potenzielle Eintrittspforte fiir pathogene Keime in den Korper bewertet werden kann (Kelly
und Coutts, 2000; Bailey et al., 2005; Liebich, 2009; Murphy et al., 2009). Die notwendige
Immunantwort im Darm wird malgeblich durch ein komplexes Interagieren zwischen
angeborenen und erworbenen Mechanismen des lokalen Immunsystems kontrolliert (Pabst
und Rothkétter, 1999; Kelly und Coutts, 2000; Vega-Lopez et al., 2001; Stokes et al., 2004;
Bailey et al., 2005; Murphy et al., 2009).

Die Evaluierung der Effekte der verwendeten Futterzusatzstoffe auf das darmassoziierte
Immunsystem erfolgte anhand der Charakterisierung sowie Quantifizierung intraepithelialer
Lymphozyten (IEL) mittels Immunhistochemie und Durchflusszytometrie.

Diskussion der Quantifizierung CD3*-IEL mittels Immunhistochemie und

Durchflusszytometrie

Der immunhistochemische Nachweis CD3*-IEL diente in dieser Arbeit teilweise einem
Vergleich der Quantifizierung CD3"-IEL mithilfe der Durchflusszytometrie. Fiir die
Vergleichbarkeit beider Analysenverfahren wurden wihrend der Sektion immer zwei
benachbarte Teilstiicke aus dem mittleren Jejunum (ohne Peyersche Platten) entnommen.
Untersuchungen bei Schweinen hinsichtlich der Beeinflussung des lokalen darmassoziierten
Immunsystems durch MKFS existieren nur in geringer Anzahl. Der Einsatz von MKFS
enthaltendem Cuphea-Samen (C. lancelota und C. ignea) und Lipase in der Fiitterung von
Absetzferkeln bewirkten in der ersten Woche nach dem Absetzen eine signifikante Steigerung
der Zottenldnge im Diinndarm, gepaart mit einer geringeren Kryptentiefe und einem grofleren
Verhiltnis von Villusldnge/Kryptentiefe sowie einer signifikant geringeren Anzahl an IEL im
proximalen Diinndarm (Dierick et al., 2003).

Die Ergebnisse der durchgefiihrten immunhistochemischen Untersuchungen zeigten fiir den
Mittelwert aus beiden Blindbestimmungen vergleichbare Ergebnisse. Die Versuchsgruppe
MKFS und KOS wies mit rd. 57 CD3*-IEL/100 Enterozyten, verglichen mit der Gruppe
KOS, eine geringere Anzahl an CD3"-IEL auf. Die Auswertung der morphometrischen
Analysen ergab dhnliches, wobei die ldngsten Zotten in Verbindung mit den tiefsten Krypten
die Tiere der Gruppe MKFS und KOS aufwiesen, verglichen mit der Kontrollgruppe und
Gruppe KOS. Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchungen unterstiitzen die Annahme,
dass MKFS einen Einfluss auf darmmorphologische Strukturen und auf die Anzahl an IEL
haben konnen. Weder die Resultate der IEL-Zdhlungen noch die morphometrischen
Vermessungen konnten jedoch statistisch abgesichert werden. Dies lag vermutlich an der
unter Punkt 5.3.1 bereits diskutierter zu geringer Probenzahl.

Die mittels Durchflusszytometrie (FACS) bestimmte Anzahl der CD3"-IEL zeigte ebenfalls
keine signifikanten Differenzen zwischen den Fiitterungsgruppen, auch wenn es sich
abzeichnete, dass die mittlere Anzahl bei den Tieren der KOS-Gruppe (82 %) iiber derjenigen
der Kontrollgruppe (72 %) lag. Der prozentuale Anteil der Gruppe MKFS und KOS lag,
verglichen mit der Kontrollgruppe, geringfiigig hoher bei rd. 78 %. Das Ergebnis beider
Zihlungen aus den immunhistochemischen Untersuchungen (IHC) sowie die erste Zihlung
verhalten sich genau gegenteilig dazu, wobei die zweite Blindbestimmung mit den FACS-
Daten iibereinstimmt. Die Auswertung der immunhistochemisch markierten Gewebeschnitte
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erfolgte anhand einer doppelten Blindbestimmung, zur Gewihrleistung der Objektivitit
geschah die vorherige Kodierung der spezifischen Tiernummer durch eine Person, fiir die die
Versuchsdidten unbekannt waren.

Die Ergebnisse der Isotypenkontrolle des Primdrantikorpers PPT3, um die spezifische
Bindung des PrimdrantikOrpers zu {iiberpriifen, erlaubten zudem den Ausschluss falsch
positiver FErgebnisse. AuBerdem wurden, um eine Uberlagerung der Zellkerne im
Gewebeschnitt zu verhindern, die Schnitte fiir die immunhistochemische Markierung zuvor
auf eine Stirke von 5 um geschnitten. Jedoch ist dabei zu bedenken, dass die gewonnenen
Paraffinblocke nicht exakt gleichmifBig ausgegossen werden konnen. Moglicherweise
bewirkten ungleiche Schnittstirken aufgrund der Uberlagerung der Zellkerne die
Ungenauigkeiten der Quantifizierung mittels IHC. Dies stellt sicher einen Nachteil der
Methode dar, wobei eventuell eine noch geringere Schnittdicke von 3 um die mikroskopische
Auswertung optimieren konnte.

Die Unterschiede zwischen den beiden Methoden sind moglicherweise auch dadurch zu
erklidren, dass wihrend der Aufarbeitung der Darmproben zur durchflusszytometrischen
Analyse eine relativ hohe Anzahl an Epithelzellen verloren gegangen ist und sich folglich die
prozentualen Anteile der IEL-Fraktion im Epithel erhhen. Verdeutlicht wird dies durch die
resultierende Absenkung der Anzahl nach Kalkulierung der IEL-Fraktionen pro 100
Enterozyten (absolute Werte) auf Basis der mittels IHC markierten CD3™-IEL. Bei dem
Vergleich beider Methoden muss zudem beachtet werden, dass der verwendete monoklonale
Antikorper PPT3 bei den FACS-Analysen aus organisatorischen Griinden lediglich bei den
Tieren der zweiten und dritten Versuchsreihe eingesetzt werden konnte und sich nicht mit den
gesamten Tieren aus der IHC decken. Durch die Etablierung des porzinen monoklonalen
Antikorpers PPT3 am Jejunum des Schweines konnte in dieser Arbeit mittels THC und
Durchflusszytometrie (FACS) gezeigt werden, dass der Hauptteil der IEL CD3 exprimiert
(siehe Tabelle 39 und 40).

Die Bedeutung der Anzahl IEL als Indikator einer intakten Schleimhaut wird in der Literatur
kontrovers diskutiert. Eine verringerte Anzahl an IEL konnte in Verbindung mit den ldngeren
Zotten sowie der Verringerung der Kryptentiefe eine verminderte Apoptoserate widerspiegeln
und eine Schleimhaut protektive Wirkung durch MKFS anzeigen (Dierick et al., 2003). Eine
geringere Anzahl an IEL konnte aber ebenso eine Abschwichung der Schleimhautbarriere
bedeuten, da durch den Mangel an Effektorzellen eine wirksame lokale Immunantwort, um
den Eintritt pathogener Keime friihzeitig zu verhindern, nicht existiert bzw. nur in geringerem
Umfang stattfinden kann (Vega-Lopez et al., 1995; Rothkétter et al., 1999; Gu et al., 2002).

Diskussion der Ergebnisse aus den durchflusszytometrischen Analysen

Eine weitere Differenzierung IEL gelang in dieser Arbeit auBerdem durch die zusétzlichen
Ergebnisse der FACS-Analysen.

Beim adulten Schwein befindet sich der Hauptteil IEL angrenzend an die Basalmembran und
ca. 53 % dieser IEL exprimieren die Oberflichenmolekiile CD2*CD4 CD8"* (Bianchi et al.,
1992; Vega-Lopez et al., 1995; Rothkotter et al., 1999; Vega-Lopez et al., 2001). Ein
geringerer Teil befindet sich auf Hohe des Enterozyten-Zellkerns sowie in apikal gelegenen
Bereichen, dabei soll es sich zu ca. 43 % um doppelt negative CD2'CD4 CD8§-Zellen
(Rothkétter et al., 1994; Vega-Lopez et al., 1993; 2001) handeln. CD4", CD16" sowie TcR1+
(y6)-Zellen konnten nur in geringer Anzahl (ca. 5 %) im Epithel des Schweins nachgewiesen
werden (Vega-Lopez et al., 1993; Solano-Aguilar et al., 2001; Scharek et al., 2007). Eine
eindeutige Abgrenzung zwischen CD8 positiven yo-T-Lymphozyten und natiirlichen
Killerzellen (NK-Zellen) kann durch die Oberflichenmarker CD3 und CDS5 erfolgen. NK-
Zellen exprimieren im Gegensatz zu CD2*CD4 CD8",, v5-T-Zellen weder CD3 noch CD5
(Saalmiiller et al., 1994). Beim Schwein konnen T-Lymphozyten generell anhand ihres T-

97



Diskussion

Zellrezeptors in af}-T-Zellen und y5-T-Zellen untergliedert werden. Die yo-T-Zelllinie wird
beim Schwein ferner in drei Subtypen gegliedert (Saalmiiller et al., 1987; Yang and
Parkhouse, 1996, 2000): CD2*CD4 CD8 v5-T-Zellen (klassische y3-T-Zellen), CD2"CD4
CD8%,, v5-T-Zellen (klassische v3-T-Zellen) und CD2CD4CD8 5-T-Zellen (nicht
klassische yd-T-Zellen). Der nicht klassische y3-T-Subtyp stellt den Hauptteil der T-Zellen im
Blut der Schweine dar (Charerntantanakul und Roth, 2007).

In vorliegenden Untersuchungen konnten ebenfalls im Epithel mittels Durchflusszytometrie
nicht klassische y3-T-Zellen nachgewiesen werden. Der prozentuale Anteil der CD27/y8"
markierten IEL der KOS-Gruppe lag im Mittel, verglichen mit der Kontrolle und der Gruppe
KOS und MKFS, mit nahezu 2 % signifikant (p = 0,027) hoher. Die Funktion dieser Zellen ist
jedoch ungeklart (Charerntantanakul und Roth, 2007). Die Phinotypisierung anhand der in
vorliegender Untersuchung nachgewiesenen Oberflachenmolekiile (Tabelle 42) erlaubt die
Aussage, dass die groBte IEL-Fraktion den zytotoxischen T-Zellen zugesprochen werden
kann. Klassische yo-T-Zellen und natiirliche Killerzellen stellen ebenfalls einen groen Teil
der IEL dar. Der hier nachgewiesen hohe Anteil an Effektorzellen unterstreicht die wichtige
Rolle IEL innerhalb einer lokalen Immunantwort.

5.4 Schlussfolgerung

Die Ergebnisse lassen die Vermutung zu, dass MKFS die biologische Leistung von
Absetzferkeln verbessern konnen. Die gleichzeitige Gabe von kurzkettigen organischen
Sduren fiihrte zu keiner Beeinflussung der antibakteriellen Wirksamkeit der eingesetzten
mittelkettigen Fettsdauren. Die Fiitterung von kurzkettigen organischen Sauren zeigte
allerdings einen hemmenden Einfuss auf die Zellzahl der Enterobakterien und die Anzahl
pathogener E. coli-Stamme. Die Bedeutung fiir die Tiergesundheit konnte im Rahmen eines
folgenden Infektionsversuches abgekldart werden. Durch die Etablierung des porzinen
monoklonalen Antikérpers PPT3 am Jejunum des Schweines konnte in dieser Arbeit mittels
IHC wund Durchflusszytometrie (FACS) bestitigt werden, dass der Hauptteil der
intraepithelialen Lymphozyten (IEL) CD3 exprimiert und den zytotoxischen T-Zellen
zugeordnet werden kann. Der Zusatz von KOS konnte die Anzahl der CD3"-IEL
andeutungsweise erhohen. Die Ergebnisse der FACS-Daten zeigen auBSerdem, dass klassische
v6-T-Zellen und natiirliche Killerzellen einen groen Teil der IEL im Epithel des Diinndarms
stellen.
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6. Zusammenfassung

Fabienne Ferrara: Untersuchungen zum Einsatz von mittelkettigen Fettsiuren und
kurzkettigen organischen Siuren in der Fiitterung von Absetzferkeln

Mittelkettige Fettsduren sind in der Erndhrung als schnellverfiigbare energieliefernde
Substrate, aber auch aufgrund ihrer moglichen Wirkungen auf die intestinale Mikrobiota
sowie auf die Darmmorphologie bzw. auf das lokale darmassoziierte Immunsystem
insbesondere zur Prophylaxe von Durchfallerkrankungen beim Absetzferkel von Bedeutung.
Untersuchungen zeigten eine negative Korrelation zwischen steigenden pH-Werten und einer
antibakteriellen ~Wirksamkeit der mittelkettigen Fettsduren in Abhingigkeit des
Dissoziationsgrades. Im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen sollte iiberpriift werden,
ob die zusitzliche Supplementierung organischer Siduren (Fumar- und Milchséure) eine pH-
Wert Absenkung im vorderen Verdauungstrakt verursacht und eine verstirkte Wirkung
mittelkettiger Fettsduren auf die Mikrobiota ermdoglicht. Durch die Erhebung der
Diinndarmzottenldnge und Kryptentiefe bzw. durch die Quantifizierung intraepithelialer
Lymphozyten (IEL) sollten auBerdem mogliche Effekte der eingesetzten Fiitterungsadditiva
auf die Diinndarmschleimhaut und auf das lokale darmassoziierte Immunsystem untersucht
werden.

Zu diesem Zwecke wurden insgesamt 96 abgesetzte minnlich kastrierte Ferkel (Alter zu
Beginn des Versuchs: 25 + 1 Tag) in drei folgenden konsekutiven Versuchsreihen auf vier
Fiitterungsgruppen aufgeteilt. Die Kontrollgruppe erhielt ein Ferkelaufzuchtfutter nach
Empfehlungen der GfE (2006). Der Versuchsfuttermischung der Gruppe KOS wurde 1,05 %
eines Produktes bestehend aus Fumar- und Milchsédure zugesetzt. Das Gesamtprodukt enthielt
71 % KOS (56 % Fumarsiaure und 44 % Milchsdure) sowie 29 % Siliciumdioxid (SiO») als
Triagerstoff. Dem Futter der Versuchsgruppe KOS und MKFS wurde zusitzlich 0,3 % eines
Produkts, welches Caprylsdure (C:8) und Caprinsédure (C:10) enthielt, beigefiigt (je 25 % C:8
bzw. C:10 und 50 % SiO,). Die Ferkel der Versuchsgruppe MKFS erhielten ebenfalls 0,3 %
eines Produkts iiber das Futter, welches Capryl- und Caprinsdure (je 25 % C:8 bzw. C:10 und
50 % Si0Oy).

Die Erhebung der zootechnischen Daten erfolgte wochentlich. Nach einer vierwochigen
Fiitterungsphase wurden, verteilt auf drei Sektionstage, je drei Ferkel pro Gruppe (insgesamt
neun Ferkel pro Gruppe), euthanasiert. Den Tieren wurde Digesta aus dem Magen,
Duodenum, Jejunum, Ileum, Kolon und Rektum entnommen sowie Gewebeproben aus dem
mittleren Jejunum. Die Digestaproben dienten zur Bestimmung verdauuungsphysiologischer
Parameter (pH-Wert, praecaecale sowie Gesamtverdaulichkeit der Nihrstoffe und
Trockensubstanz) sowie zur Quantifizierung der Laktobazillen und Enterobakterien mittels
gPCR. Die bakteriellen Metaboliten D- und L-Laktat, Ammonium sowie kurzkettige
Fettsauren wurden zur Betrachtung der Fermentationsvorginge zusitzlich analysiert. Eine
Multiplex PCR diente als qualitativer Nachweis vorkommender E. coli- Pathogenititsfaktoren
aus der Digesta des Kolons. Die vier am haufigsten detektierten Pathogenitétsfaktoren (est-II
(STb), Stx2e (STx), Fas (987p) und fedA (F18ab)) wurden anschlieBend via gqPCR
quantifiziert.

Weiterhin erfolgte anhand der entnommenen Gewebeproben aus dem Jejunum, eine
Evaluierung moglicher Effekte durch die eingesetzten Futterzusatzstoffe, auf die Linge der
Diinndarmzotten und Kryptentiefe bzw. auf die Anzahl IEL. Die Anzahl der IEL wurde
mithilfe der Immunhistochemie und Durchflusszytometrie bestimmt, wobei durch erstere
Methode lediglich CD3*-1EL erfasst wurden. Durch letztere Methode erfolgte auBerdem eine
weitere quantitative Erfassung der IEL anhand der exprimierten Oberflachenmolekiile CD2,
CD3, CD5, CD8p, CD16 bzw. iiber den &y-T-Zellrezeptor.
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Zusammenfassung

Die Ergebnisse dieser Studie zeigten lediglich innerhalb der dritten Versuchswoche eine
signifikante Beeinflussung der biologischen Leistung der Ferkel durch MKFES in Form einer
hoheren Lebendmassezunahme. Durch den Zusatz MKFS konnten die pH-Werte im Magen,
Jejunum und Ileum signifikant reduziert werden, eine zusitzliche Absenkung der pH-Werte
der Digestaproben durch die Fiitterung von kurzkettigen organischen Séduren konnte nicht
festgestellt werden. Die Fiitterung von KOS zeigte einen statistisch abgesicherten hemmenden
Einfuss auf die Zellzahl der Enterobakterien im Magen und Kolon. Die Anzahl potenziell
pathogener E. coli-Staimme im Kolon konnte des Weiteren tendenziell durch KOS reduziert
werden. Der Zusatz MKFS reduzierte, im Vergleich zur Gruppe KOS, signifikant die
gemessene Gesamtkonzentration der kurzkettigen Fettsduren in der Digesta des Jejunums. Im
Kolon hingegen bewirke die Fiitterung von KOS im Vergleich zur Gruppe MKEFS eine
abgesicherte Minderung der Gesamtkonzentration der SCFA. Weder die Lénge der
Diinndarmzotten noch die Kryptentiefe wurden signifikant durch die Zusatzsstoffe
beeinflusst. Durch die Etablierung des porzinen monoklonalen Antikérpers PPT3 am Jejunum
des Schweines konnte in dieser Arbeit mittels IHC und Durchflusszytometrie (FACS)
bestétigt werden, dass der Hauptteil der IEL CD3 exprimiert und den zytotoxischen T-Zellen
zugeordnet werden konnen. Die Ergebnisse der FACS-Daten zeigen auflerdem, dass
klassische yo-T-Zellen und Natiirliche Killerzellen ebenfalls einen grofen Teil der IEL im
Epithel des Diinndarms stellen, wobei durch KOS die Anzahl der CD2 /y3*-IEL (nicht
klassische T-Zellen) signifikant erhoht war.

Die in dieser Arbeit aufgefithrten Auswirkungen MKFS und KOS auf die intestinale
Mikrobiota bzw. auf das lokale darmassoziierten Immunsystems bei Absetzferkeln miissen
hinsichtlich der Bedeutung fiir die Tiergesundheit weitergehend gepriift werden.
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Summary

7. Summary

Fabienne Ferrara: Medium-chain fatty acids and short chain organic acids as feed
additives for weaned piglets

Medium chain fatty acids (MCFA) constitute a rapidly available energy source for humans
and animals, which have been reported to influence the intestinal morphology or local
immune system in pigs and to act against potentially pathogenic bacteria. Maintaining the
intestinal physiological and microbial balance in weaning piglets is of high importance for the
prevention of digestive disorders.

It i1s generally assumed that the antibacterial effects of MCFA depend on the degree of
dissociation of the fatty acids. The pH-value of the surrounding environment is therefore of
high importance. The aim of this study was to examine the antibacterial effects of MCFA by
feeding the MCFA caprylic and capric acid with the short chain organic acids (KOS) fumaric
and lactic acid to piglets, which should reduce the pH in the upper digestive tract. By
examining the length of the villi and depth of the crypts of the small intestine, and by
quantifying the intraepithelial lymphocytes (IEL), the effects of the implemented feed
additives on the mucosa of the small intestine and the local immune system could be studied.
A total of 96 male castrated piglets (weaned at 25 + 1 days of age) were randomly assigned
into four different dietary groups in three consecutive periods. The control group received a
commercial starter diet. The treatment groups received the same diet supplemented with either
1.05% of a product containing 71 % KOS (56 % fumaric acid, 44 % lactic acid and 29 %
silicon dioxide (Si0,) as a carrier), or 1.05 % KOS in combination with 0.3 % of an additive
with MCFA (KOS+MCFA) containing caprylic acid (C:8) and caproic acid (C:10) (25 % of
each acid and 50 % of Si0O;). The piglets of the treatment group MCFA received 0.3 % of the
same product with C:8 and C:10 (25 % of each acid and 50 % of SiO,). The zootechnical data
were recorded on a weekly basis. After a four week feeding period, three piglets per group
(nine piglets in total) were euthanized and the contents of the stomach, jejunum, ileum, colon
and rectum were collected for further analyses. Digestibility parameters were gathered by
determining the pH-values, the apparent ileal and total digestibility of crude nutrients, as well
as the dry matter. Lactobacilli and enterobacteria log cell counts were determined in the
digesta by quantitative real-time PCR. Intestinal E. coli virulence factors were differentiated
via Multiplex-PCR in the colon and subsequently quantified by real-time PCR.
Concentrations of bacterial metabolites (lactate, ammonium and SCFA) were determined
along the intestinal tract. To investigate the potential impact of the feed additives on the small
intestine morphology and local immune system, tissue samples were taken from the middle of
the jejunum for villus length and crypt depth measurements, and to quantify IEL. CD3
positive IEL. were determined via immunhistochemistry and flow cytometry, whereas CD2,
CDS5, CD8B. CD16 and y8-TCR positive IEL were only analysed by flow cytometry.

Zootechnical data were affected in week three of the experiment, during which the daily body
weigt gain was increased by MCFA. Significantly decreased pH-values were observed in the
stomach, the jejunum and the ileum of the piglets fed the diets containing MCFA, whereas the
combined feeding with KOS did not enhance the effect. The results of the study indicate a
significant reduction of the cell count of enterobacteria in the upper gastrointestinal tract by
dietary KOS. In addition, KOS tended to reduce the abundance of E. coli virulence genes in
the colon. No influence of treatment was detected for lactobacilli counts along the intestinal
tract. The bacterial metabolites D-, L-lactate and ammonium were not influenced by treatment
in all intestinal sections. Only the total concentration of SCFA in the jejunum was reduced by
dietary MCFA as compared to the KOS group, whereas SCFA in colon were reduced by
feeding KOS. Neither the villi lengths nor the crypt depths were influenced by the treatment.
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Summary

The establishment of the antibody PPT3 at the jejunum in pigs confirmed that the majority of
IEL expressed the surface marker CD3 and could be classified as cytotoxic T-lymphocytes.
However, classic yd-T-cells and Natural Killer Cells represent a large proportion of IEL. The
flow cytometric data indicated that KOS increased the quantity of non-classic yo-T-cells in
the epithelium in the jejunum.

In summary, the implementation of feeding MCFA and KOS and the resulting impact on the
intestinal microbiota and the local immune system should be further investigated in an
infection model trial.
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9. Anhang

Tabelle 43: Bewertungsschema des Gesundheitszustands aller Versuchstiere (Buchheit 2009)

Bewertungsparameter Kriterien Scoring

Konsistenz der Fices fliissige Faces, Diarrhoe 1
Mischung aus groBtem Anteil fliissiger Faeces

geformte Faeces, aber sehr weich
geformte und trockene Faeces, aber nicht hart

geformte, trockene, harte Faeces

Korperhaltung aufrecht, belastet alle 4 GliedmaBe gleichmiBig
Unphysiologisch (mit Beschreibung)

Verhalten apathisch
matt
ruhig und aufmerksam
ibererregt
Exitationen

Erndhrungszustand sehr gut (adipds)
gut
maBig
schlecht
sehr schlecht (kachektisch)

Entwicklungszustand Kiimmerer
Alter und Rasse entsprechend
fiir Alter und Rasse liberentwickelt

—l W N =W BN WD =0 B~ WD RN =0 DN WD

Pflegezustand Haare: Glatt, anliegend, mattglinzend, unversehrt,
geschlossen
Haut: glatt, leicht glinzend, blassrosa, ohne Auflagerungen
und Effloreszenzen
Haare: glatt, anliegend, stumpf, ggr. versehrt 2
(Scheuerstellen), ggr. Borstenausfall, ggr. Verfarbung der
Borsten
Haut: ggr. rau, stumpf, blassrosa, ggr. Auflagerungen bzw.
Effloreszenzen
Haare: struppig, stumpf, mgr. bis hgr. versehrt, groBflichiger 3
Ausfall oder tiberméBig lange Borsten oder starke
Verfirbungen der Borsten
Haut: rau, stumpf, starke Farbabweichungen, starke
Auflagerungen bzw. Effloreszenzen

Allgemeinbefinden ungestort
geringgradig gestort
mittelgradig gestort

B W N =

hochgradig gestort
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Tabelle 44: Auswertung des Gesundheitszustandes der Ferkel der verschiedenen Fiitterungsgruppen fiir jede Versuchswoche anhand des
festgelegten Bonitierungsschliissels (Mittelwert und Standardabweichung)

-KOS +KOS P-Wert
-MKFS (n=24) +MKEFS (n=22) -MKFS (n=24) +MKEFS (n=24) KOS MKEFS KOS x MKFS
Konsistenz der Fices
1. Woche 3,92 + 1,06 3,73 £0,83 4,00 £ 0,72 3,67 £0,64 0,946 0,118 0,667
2. Woche 3,67 +0,48 3,86 £ 0,35 3,79 £ 0,42 3,83 £0,38 0,569 0,151 0,350
3. Woche 4,00 + 0,42 4,00 + 0,44 3,75 +£0,44 3,92 £0,50 0,068 0,361 0,361
4. Woche 3,83 £ 0,38 3,91 £0,29 3,92 £0,28 3,75 +£0,44 0,600 0,529 0,093
Korperhaltung
1. Woche 1,00 £ 0,00 1,00 + 0,00 1,00 + 0,00 1,00 + 0,00 - - -
2. Woche 1,00 = 0,00 1,00 + 0,00 1,00 + 0,00 1,00 + 0,00 - - -
3. Woche 1,00 = 0,00 1,00 + 0,00 1,00 + 0,00 1,00 + 0,00 - - -
4. Woche 1,00 = 0,00 1,00 + 0,00 1,00 + 0,00 1,00 + 0,00 - - -
Verhalten
1. Woche 3,00 = 0,00 3,00 £ 0,00 3,00 £ 0,00 3,00 £ 0,00 - - -
2. Woche 3,00 = 0,00 3,00 = 0,00 3,00 £ 0,00 3,00 £ 0,00 - - -
3. Woche 3,00 = 0,00 3,00 £ 0,00 3,00 £ 0,00 3,00 £ 0,00 - - -
4. Woche 3,00 = 0,00 3,00 £ 0,00 3,00 £ 0,00 3,00 £ 0,00 - - -
Ernihrungszustand
1. Woche 1,96 + 0,20 2,00 = 0,00 2,00 = 0,00 2,00 = 0,00 0,318 0,318 0,318
2. Woche 2,04 £ 0,20 2,00 = 0,00 2,00 0,00 2,00 0,00 0,318 0,318 0,318
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Tabelle 44: Fortsetzung

3. Woche 2,04 £0,24 2,00 £ 0,00 2,00 £ 0,00 2,00 £ 0,00 0,318 0,318 0,318
4. Woche 2,00 0,00 2,00 = 0,00 2,00 = 0,00 2,00 = 0,00 - - -
Entwicklungszustand
1. Woche 1,96 + 0,20 2,00 £ 0,00 2,00 £ 0,00 2,00 £ 0,00 0,318 0,318 0,318
2. Woche 2,04 £0,20 2,00 £ 0,00 2,00 £ 0,00 2,00 £ 0,00 - - -
3. Woche 2,04 0,24 2,00 = 0,00 2,00 = 0,00 2,00 = 0,00 0,318 0,318 0,318
4. Woche 2,00 £ 0,00 2,00 £ 0,00 2,00 £ 0,00 2,00 £ 0,00 - - -
Pflegezustand
1. Woche 1,00 £ 0,00 1,00 + 0,00 1.00 + 0.00 1,00 + 0,00 - - -
2. Woche 1,00 £ 0,00 1,00 + 0,00 1.00 + 0.00 1,00 + 0,00 - - -
3. Woche 1,00 £ 0,00 1,00 £ 0,00 1.00 £ 0.00 1,00 £ 0,00 - - -
4. Woche 1,00 £ 0,00 1,00 + 0,00 1.00 + 0.00 1,00 + 0,00 - - -
Allgemeinbefinden
1. Woche 1,00 £ 0,00 1,00 £ 0,00 1,00 £ 0,00 1,00 £ 0,00 - - -
2. Woche 1,00 £ 0,00 1,00 £ 0,00 1,00 £ 0,00 1,00 £ 0,00 - - -
3. Woche 1,00 £ 0,00 1,00 + 0,00 1,00 + 0,00 1,00 + 0,00 - - -
4. Woche 1,00 £ 0,00 1,00 + 0,00 1,00 + 0,00 1,00 + 0,00 - - -

KOS = kurzkettige organische Siuren (Fumar- und Milchsiure); MKFS = mittelkettige Fettsiuren (Capryl- und Caprinsiure); P = Uberschreitungwahrscheinlichkeit; n =
Anzahl der giiltigen Félle
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Tabelle 45: Fiir die gPCR verwendete Referenzstamme zur Bestimmung der

Laktobazillen

Zellen /g
Kalibrierreihe = Stamm Kot
Lacto 1 DSM 7378 Weissella hellenica 2,00E+09
Lacto I DSM 20196 Weissella confusa 2,00E+09
Lacto 1 DSM 20045 Lactobacillus brevis 2,00E+09
Lacto I DSM 20100 Lactobacillus bifidus 2,00E+09
Lacto | DSM 20174 Lactobacillus plantarium 2,00E+09
Lacto II DSM 20021 Lactobacillus rhamnosus 2,00E+09
Lacto II DSM 20052 Lactobacillus fermentum 2,00E+09
Lacto II DSM 5837 Lactobacillus vaginalis 1,52E+09
Lacto II DSM 13345 Lactobacillus mucosae 2,00E+09
Lacto II DSM 20602 Lactobacillus animalis 7,85E+08
Lacto III DSM 20555 Lactobacillus salivarius 2,00E+09
Lacto III DSM 20016 Lactobacillus reuteri 2,00E+09
Lacto III DSM 20057 Lactobacillus buchneri 1,86E+09
Lacto III DSM 20509 Lactobacillus agilis 2,00E+09
Lacto III DSM 15833 Lactobacillus equi 2,00E+09
Lacto IV DSM 20074 Lactobacillus delbrueckii 2,00E+09
Lacto IV DSM 4864 Lactobacillus oris 2,00E+09
Lacto IV DSM 20452 Lactobacillus murinus 2,00E+09
Lacto IV DSM 20082 Lactobacillus bulgaricus 2,00E+09
Lacto IV DSM 20243 Lactobacillus gasseri 2,00E+09
Lacto V DSM 6035 Lactobacillus panis 2,00E+09
Lacto V DSM 20079 Lactobacillus acidophilus 1,34E+09
Lacto V DSM 10532 Lactobacillus gallinarum 2,00E+09
Lacto V DSM 10533 Lactobacillus johnsonii 2,00E+09
Lacto V DSM 20531 Lactobacillus amylovorus 2,00E+09
Lacto VI DSM 20011 Lactobacillus casei 1,86E+09
Lacto VI DSM 11664 Lactobacillus amylolyticus 7,93E+08
Lacto VI DSM 5661 Lactobacillus hamsteri 2,00E+09
Lacto VI DSM 20557 Lactobacillus jensenii 8,20E+08
Lacto VI DSM 20584 Lactobacillus crispatus 2,00E+09
Lacto VI DSM 20403 Lactobacillus ruminis 2,00E+09
Lacto VI DSM 8475 Lactobacillus pontis 1,06E+09
Lacto VII DSM 20176 Lactobacillus hilgardi 2,00E+09
Lacto VII DSM 20249 Lactobacillus alimentarius 2,00E+09
Lacto VII DSM 20184 Lactobacillus farciminis 2,00E+09
Lacto VII DSM 20505 Lactobacillus sharpeae 2,00E+09
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Tabelle 46: Fiir die gPCR verwendeten Referenzstimme zur Bestimmung der
Enterobakterien

Kalibrierreihen Stamm Zellen /ml
Entero Mix I DSM Escherichia coli PS 37 1,00E+10
Entero Mix I DSM Escherichia coli PS 79 1,00E+10
Entero Mix 1 DSM Escherichia coli PS 90 1,00E+10
Entero Mix I DSM Klebsiella pneumoniae 1,00E+10

Entero Mix II DSM Salmonella enterica subsp. Enterica 1,00E+10
Entero Mix II DSM Salmonella enterica subsp. Livingston — 1,00E+10
Entero Mix II DSM Salmonella enterica subsp. Mbandaka 1,00E+10

Entero Mix II DSM Pantoea agglomerans 1,00E+10
Entero Mix 111 DSM Serratia marcescens 1,00E+09
Entero Mix III DSM Yersinia enterocolitica 1,00E+09
Entero Mix II1 DSM Proteus vulgaris 1,00E+09
Entero Mix III DSM Enterobacter cloacae 1,00E+09

Fiir die MPCR verwendete Positiv-/Negativkontrollen:
DNA aus: Stammsammlung E. coli Nr. 7 (E coli 0138:K81),
positiv fiir stx2e, est-Ib, estll, fedA

Stammsammlung E. coli Nr. PS79 (E. coli 0147:K89:K88),
positiv fiir fae, est-Ib, elt-Ia

Stammsammlung E. coli Nr. PS90 (E. coli CS2011),
positiv fiir fas, est-Ib, est-1I

Stammsammlung E. coli Nr. PS37 (E. coli 09:K35:K99),
positiv fiir fan, est-Ib, (est-1I, fedA)

E. coli DSM Stamm 4779
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