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Einleitung

1. Einleitung

Die Zeit nach dem Absetzen stellt fiir Ferkel eine kritische Phase dar. Bedingt durch die
Trennung von der Mutter, Transporte und die Auseinandersetzung mit einer neuen
rdumlichen, sozialen und mikrobiellen Umwelt sind Ferkel zahlreichen Stressfaktoren
ausgesetzt. Dariiber hinaus kommt es mitunter zu einem abrupten Wechsel von Muttermilch
zu Ferkelaufzuchtfutter auf Getreide- und Leguminosenbasis. Als Folge dieser Umstellungen
wird oft eine reduzierte Futteraufnahme in der ersten Absetzwoche beobachtet, die sich in
zahlreichen Veridnderungen der Darmmorphologie, immunologischen Reaktionen und der
Zusammensetzung der Darmflora niederschligt (Stokes et al., 1994; Pluske et al., 1997;
McCracken et al., 1999). Die fehlenden Immunglobuline der Muttermilch, das in diesem Alter
noch nicht vollstandig ausgereifte Immunsystem der Ferkel und die Auseinandersetzung mit
neuen Umgebungskeimen stellen ein hohes Risiko fiir gastrointestinale Erkrankungen dar, die
mit groBen Ferkelverlusten einhergehen konnen (Lalles et al., 2007).

Durch die EG-Verordnung 1831/2003 besteht seit Anfang 2006 ein Einsatzverbot fiir
antibiotische Leistungsforderer, die vormals den Problemen der Ferkelverluste aufgrund von
Durchfallerkrankungen vorbeugten und zusétzlich eine Verbesserung der Leistungsparameter
bewirken sollten (Thomke und Elwinger, 1998). Durch das Verbot der antibiotischen
Leistungsforderer stellt sich die Frage, mit welchen anderen MaBBnahmen die Probleme der
Absetzphase abgemildert werden konnen.

Eine Vielzahl von Substanzen wurde in diesem Zusammenhang untersucht, wie z.B. Enzyme,
Probiotika, Prebiotika, fermentiertes Fliissigfutter, Blutplasmaproteine, Zinkoxid, Krduter und
Pflanzenextrakte, antimikrobielle Peptide und lytische Phagen (Decuypere und Dierick,
2003). In dem Einsatz von mittelkettigen Fettsduren (mkFs) wird eine weitere Moglichkeit
gesehen, den Problemen der Absetzphase zu begegnen. Dabei handelt es sich um gesittigte
Fettsdauren mit 6 bis 12 Kohlenstoffatomen, die einen antibakteriellen Effekt aufweisen,
welcher in vielen in vitro-Untersuchungen nachgewiesen wurde (Canas-Rodriguez und Smith,
1966; Kabara et al., 1972; Hsiao und Siebert, 1999; Sprong et al., 2001). Die Wirkungsweise
selbst ist nicht vollstindig geklirt. Es werden mehrere Mechanismen diskutiert, wobei sowohl
eine durch die Einlagerung der mkFs hervorgerufene Lysis der bakteriellen Zellwand und
Zellmembran als auch eine Ansduerung des bakteriellen Zytosols durch die Dissoziation der
eingedrungenen mkFs als die wahrscheinlichsten gelten. Eindeutig belegt ist, dass die
antibakterielle Wirkung nur durch die freien mkFs und ihre Monoglyceride hervorgerufen
wird und nicht durch die Triglyceridform (Isaacs et al., 1995). Zusitzlich wiesen die mkFs in
einigen in vivo-Untersuchungen beim Ferkel eine darmprotektive Wirkung auf, die sich in
einer Verminderung der Villusatrophie und Kryptenzellhyperplasie duBerte (Dierick et al.,
2002b). Auch immunologische Effekte durch mkFs werden unterstellt (Kono et al., 2004), die
jedoch bisher beim Ferkel nicht untersucht wurden.

Eine Besonderheit der mkFs liegt in deren raschen Absorption. Sie werden, anders als
langkettigen Fettsduren, schon im Magen und proximalen Jejunum absorbiert und ohne
Chylomikronenbildung iiber das Portalvenenblut in die Leber transportiert, wo sie weiter
metabolisiert werden (Marten et al., 2006). Somit ist nur eine relativ kurze Verweilzeit im
Lumen des GI-Trakts gegeben, in der die mkFs ihre antibakterielle Wirkung entfalten konnen.
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Dies und die Tatsache, dass mkFs in ihrer freien Form einen sehr starken ziegenartigen
Geruch und Geschmack haben, erschwert den Einsatz in der Ferkelfiitterung. Letzterem
Problem wurde in Untersuchungen auf unterschiedliche Weise begegnet, wie z.B. durch
Einsatz in Form von Triglyceriden unter Zusatz einer exogen zugefiihrten Lipase, in verseifter
Form oder durch aromatische Zusitze. Eine lingere Verweilzeit im GI-Trakt konnte durch
diese Priparationen nicht erreicht werden.

Ziel der Arbeit war es, die mkFs Capryl- und Caprinsdure in Kombination mit einem
Aromastoff auf mogliche antibakterielle und immunologische Effekte in einem
Fiitterungsversuch unter besonderer Beriicksichtigung verdauungsphysiologischer Aspekte zu
prifen. Ergdnzend sollte untersucht werden, inwieweit ein Coating die Absorption der
eingesetzten mkFs veridndert und ob dies eine Beeinflussung der untersuchten Parameter
bewirkt.
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2. Literatur

2.1 Absetzferkel

2.1.1 Probleme zur Zeit des Absetzens

Nach der Tierschutz-Nutztierhaltungsverordnung (vom 22. August 2006, Abschnitt 4, §22(1))
diirfen Saugferkel erst im Alter von iiber vier Wochen abgesetzt werden. Es besteht ferner die
Moglichkeit, Saugferkel im Alter iiber drei Wochen abzusetzen, wenn das unverziigliche
Verbringen der Ferkel in gereinigte und desinfizierte Stélle, in denen keine Sauen gehalten
werden, gegeben ist. Im Hinblick auf diese Vorgaben ist in der Schweineproduktion das
Absetzen mit 21 bis 35 Tagen iiblich. Die Zeit nach dem Absetzen ist von einem merklichen
Riickgang der Futteraufnahme, geringem Wachstum und einem erhohten Risiko fiir
gastrointestinale Erkrankungen vor allem durch Escherichia coli und Salmonella ssp. gepragt
(Pluske et al., 1997), die zu grolen 6konomischen Ausfillen fithren kénnen (Lalles et al.,
2007). Erkldren ldsst sich dieser Umstand durch die zahlreichen Verdnderungen, denen das
Ferkel zur Absetzzeit ausgesetzt ist. Es wird von der Mutter getrennt und zum Teil iiber weite
Strecken in Aufzuchtbetriebe transportiert. Das Zusammenfiihren von Ferkeln verschiedener
Wiirfe in einer neuen Umgebung wird von Rangkdmpfen und Bildung neuer Sozialstrukturen
begleitet, sodass die Ferkel erheblichem Stress ausgesetzt sind (Le Dividich und Seve, 2000).
AuBlerdem wird in dieser Phase die Fiitterung von hochverdaulicher, fliissiger Milch zu
weniger verdaulichem, komplexerem Festfutter umgestellt (Pluske et al., 1997), was sich in
einer verringerten Wasser- und Futteraufnahme in den ersten Tagen nach dem Absetzen
dulert. Zwar nehmen 50 % der Tiere ihre erste Mahlzeit in den ersten 24 Stunden zu sich,
jedoch zeigen 10 % der Tiere bis zu 48 Stunden keine Futteraufnahme (Brooks et al., 2001).
Es kann 8 bis 14 Tage dauern, bis Ferkel das Niveau der Energieaufnahme, das sie vor dem
Absetzen hatten, wieder erreicht haben (Le Dividich und Séve, 2000). Die Anorexie und
damit einhergehende Untererndhrung der Ferkel in den ersten Tagen nach dem Absetzen
bedingt hiufig eine Wachstumsreduktion und Diarrhoe (Lalles et al., 2007). Gekennzeichnet
ist diese Phase durch deutliche Veridnderungen in der Darmphysiologie und —immunologie
sowie in der Zusammensetzung der Darmflora. Ferkel weisen nach dem Absetzen hiufig eine
verdanderte Diinndarmarchitektur auf, die durch Villusatrophie, Kryptenzellhyperplasie und
eine geringere Aktivitit der im Biirstensaum hergestellten Verdauungsenzyme
gekennzeichnet ist. Daraus resultiert eine Abnahme der digestiven und absorptiven Kapazitit
des Darms (Stokes et al., 1994; Pluske et al., 1997).

AuBlerdem gehen diese Darmverdnderungen funktionell mit einer gesteigerten
Mukosapermeabilitit, einer gestorten absorptiv-sekretorischen Elektrolytbalance und einer
Verinderung der Zytokinmuster einher (Pie et al., 2004; Lalles et al., 2007). Aufgrund der in
diesem Alter vorliegenden immunologischen Situation, die durch den Wegfall der iiber die
Milch zugefiihrten Antikorper und ein noch im Aufbau befindliches Immunsystem
gekennzeichnet ist, besteht eine starke Anfilligkeit fiir Infektionen (Lalles et al., 2007). Das
Risiko einer gastrointestinalen Erkrankung wird zusitzlich durch die Kolonisation des
Darmes mit neuen Bakterienarten beeinflusst, die durch den Futterwechsel und den fremden
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Lebensraum bedingt ist. Dies kann zu einem Ungleichgewicht zwischen der gesunden
kommensalen Darmflora und pathogenen Keimen fiihren (Lalles et al., 2007).

Die Einfliisse, die auf Ferkel in der Absetzphase wirken, und die daraus resultierenden
Problematiken sind schematisch in Abbildung 1 zusammengefasst.

Trennung Neue
von der Mutter Futterzusammensetzung

Transport s ‘..

Geringere Futteraufnahme Anstieg
inflammatorischer Zytokine

# Verinderte Darmphysiologie,
evtl. Dysbiose

~

Neue Umweltkeime

immunologisch nicht ausgereift
Diarrhoe
’ ‘ Anderungen der Darmphysiologie:
Villusatrophie, Kryptenzellhyperplasie
Wegfallen der Milch-Ig Neue Gruppenbildung,
Rangkémpfe

Abbildung 1: Einfliisse auf Ferkel und ihre moglichen Reaktionen nach dem Absetzen

2.1.2 Hiufige gastrointestinale Erkrankungen zur Zeit des Absetzens

Die hédufigsten gastrointestinalen Erkrankungen zur Zeit des Absetzens &dhneln sich im
klinischen Erscheinungsbild, da sie alle mit Durchfillen und daraus resultierenden
Fliissigkeits- und Elektrolytverlusten einhergehen. Bei dem Pathomechanismus der Diarrhoe
handelt es sich allgemein um Storungen im Wassershaushaltes des Darmes (Waldmann und
Wendt, 2004). Diese konnen entweder durch eine mangelnde Resorption von Wasser
aufgrund atrophischer Darmzotten nach Virusinfektionen auftreten (Transmissible
Gastroenteritis (TGE) und Epizootische Virusdiarrhoe (EDV), beide durch Coronaviren
hervorgerufen) oder durch eine gesteigerte Sekretion (Hypersekretion) von Fliissigkeiten in
das Darmlumen hervorgerufen werden, wie sie bei der durch E.coli hervorgerufenen Diarrhoe
zu finden ist. Der durch Virusinfektionen verursachte Darmzottenschwund fiihrt zusétzlich zu
einer mangelnden Nihrstoffaufnahme, sodass es durch eine negative Energiebilanz schnell zu
Hypoglykdmie und Azidose kommt. Durch gesteigerte Sekretion verursachte Durchfille
bedingen lediglich milde Energiedefizite, da durch die intakten Darmzotten eine Resorption
von Nihrstoffen weiterhin moglich ist.

Die durch Escherichia coli hervorgerufene Diarrhoe als Prototyp der sekretorischen Diarrhoe
wird durch enterotoxische E. coli-Stimme (ETEC) ausgelost und hédufig zur Absetzzeit
beobachtet. Durch abrupte Futterwechsel und Fehler in der Futterzusammensetzung wird die
Vermehrung der E. coli beim Absetzferkel begiinstigt. Zudem unterbleibt in dieser Zeit
einerseits die Antikorperversorgung durch die Milch, andererseits besteht noch keine aktive
Immunitdt gegen E. coli (Heinritzi et al., 2006). Durch Adhésion in Mikrokolonien und
starker Vermehrung von E. coli auf der Diinndarmschleimhaut kommt es infolge der
Toxinbildung zu geringerer Darmmotilitdt, sodass die Bakterien nicht weitergeschwemmt
werden (Bertschinger et al., 1990). Im Diinndarm I6sen sie eine Hypersekretion durch die
Bindung der Enterotoxine an die Enterozyten aus, die mit einer verstirkten
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sekretionsstimulierenden Bildung von zyklischem ATP einhergeht (Waldmann und Wendt,
2004). Durch bestimmte Fiitterungsmafnahmen kann prophylaktisch versucht werden, dieser
Diarrhoeform entgegenzuwirken. Maldigestionen konnen durch einen Futterentzug und
gleichzeitigem reichlichen Wasserangebot zum Zeitpunkt des Absetzens vermindert werden.
Mit einer anschlieBenden restriktiven und qualitativ hochwertigen Fiitterung, die einen
Rohfasergehalt iiber 6 % und eine moglichst geringe Sdurebindungskapazitit (<700 mEq/kg)
haben sollte, kann eine iibermiBige Vermehrung und Anhaftung von E. coli verhindert
werden (Heinritzi et al., 2006).

Bei einer Infektion mit den sogenannten Shiga-like-Toxin-bildenden E. coli
(enterotoximische E. coli, ETEEC) kommt es zum Krankheitsbild der Odemkrankheit. Das
von ihnen sezernierte Shiga-like-toxin wirkt als Neuro- und Vasotoxin. So zeigen sich
klinisch  einerseits  zentralnervose  Storungen wie  Kopfschiefhaltung, Krimpfe,
Ubererregbarkeit, Lihmungen und Festliegen und andererseits vasale Stérungen, die durch
Odeme am Nasenriicken, an den Augenlidern, der Magen- und Dickdarmwand und der Lunge
gekennzeichnet sind. Bei diesem Krankheitsbild wird nur selten Durchfall beobachtet
(Moxley, 2000).

Auch bei der Salmonelleninfektion handelt es sich eher um eine systemische
Infektionserkrankung, die bei septikimischem Verlauf (Salmonellose, hervorgerufen durch
Salmonella cholerae suis oder Salmonella typhisuis) zu plotzlichen Todesfillen fiihrt.
Symptomatisch hierfiir sind blaurote Verfirbungen der Ohrmuscheln, des Unterbauchs, der
Riisselscheibe und der GliedmaBen. In weniger schwerwiegenden Fillen, die meist durch
Salmonella typhimurium bedingt sind, geht die Salmonelleninfektion mit Fieber, wissrig-
gelbgrauen, sekretorischen Durchfillen, die durch Nekrosen und Ulzera im Dickdarmbereich
ausgelost werden, und selten auch mit Pneumonien einher (Waldmann und Wendt, 2004).

Weitere Erkrankungen, die Diarrhoe beim Absetzferkel auslosen konnen, sind die Porcine
intestinale Adenomatose (PIA) und die Dysenterie.

Die PIA, die sowohl bei Absetzferkeln als auch bei Liufern auftritt, wird durch den Erreger
Lawsonia intracellularis verursacht. Der Erreger fiihrt zu einer voriibergehenden Proliferation
unreifer Epithelzellen des Ileums. Durch die weitere Infektion mit Sekundirerregern kann
sich eine nekrotisierende Enteritis entwickeln, die sich klinisch zum Teil in blutigen
Durchfillen, Kiimmern und plétzlichen Todesfillen duBlert (Heinritzi et al., 2006).

Die Schweinedysenterie wird durch den Erreger Brachyspira hyodysenteriae hervorgerufen.
Hiaufig werden die Ferkel iiber die Sau mit dem Keim infiziert, jedoch wird die Erkrankung
meist erst infolge einer Belastungssituation, z.B. Absetzstress, klinisch manifest und kann
somit bei allen Altersklassen vorkommen. Nach Anlagerung und Vermehrung in den Krypten
der Dickdarmschleimhaut kommt es infolge von Himolysin- und Endotoxinsekretion zu einer
variierend stark ausgeprdgten mukofibrindsen, diphteroiden und nekrotisierenden
Typhlocolitis (Heinritzi et al., 2006). Die Schwere der Erkrankung ist dabei stark abhingig
von Umwelt- und Haltungsbedingungen sowie der Fiitterungsart. Hierbei wird vermutet, dass
eine verringerte Futteraufnahme, die hiufig in der Absetzphase beobachtet wird, die Schwere
der Krankheitsauspriagung verstdrkt. Zusitzlich wird angenommen, dass ein erhohter
Rohfasergehalt die Anheftung und Vermehrung der Brachyspiren fordert (Pluske et al., 1996).
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Neben den infektios bedingten spielen auch die nutritiv bedingten Diarrhoen eine Rolle in der
Zeit nach dem Absetzen. Diese konnen sowohl durch Fehler in der Futterzusammensetzung,
durch Miingel der hygienischen Qualitit des Futters bzw. der Trianke als auch durch
fehlerhafte Fiitterungstechnik verursacht sein (Kamphues, 1984). Durch eine unsachgeméfle
Uberfiitterung  der Absetzferkel mit stirkehaltigen Futtermitteln kommt es zur
unvollstindigen Resorption von Kohlenhydraten im Darm. Dies tritt besonders ausgepragt bei
Ferkeln auf, die vor dem Absetzen nicht an Beifutter gewohnt wurden, da die
Enzymproduktion (Amylase) nicht an die neue Fiitterung angepasst werden kann. Die
Kohlenhydrate werden im Dickdarm bakteriell abgebaut, was einerseits zur Folge hat, dass es
aufgrund des Substratangebots zur starken Vermehrung von Bakterien im Dickdarm kommt.
Andererseits bewirken sie, dass die Abbauprodukte selbst als osmotisch wirksame Substanzen
im Darm vorhanden sind, die Wasser im Darmlumen zuriickhalten und zusitzlich
Entziindungsreaktionen im Darm bewirken konnen (Waldmann und Wendt, 2004). Durch
eine restriktive Fiitterung eines der Verdauungskapazitit angepassten und qualitativ
hochwertigen Futters kann das Risiko nutritiv bedingter Diarrhoen gemindert werden
(Kamphues, 1984).

2.2 Einsatz von antibiotischen Leistungsforderern

Seit den 50er Jahren des letzten Jahrhunderts spielten antibiotische Leistungsforderer eine
bedeutende Rolle in der Schweinehaltung. Es handelte sich dabei um Futterzusatzstoffe mit
antibakteriell wirksamen Substanzen, die in subtherapeutischer Dosierung verfiittert wurden
und somit nicht als Arzneimittel galten (Richter et al., 1996).

Vorteile der antibiotischen Leistungsforderer

Durch den Einsatz von antibiotischen Leistungsforderern in Futtermischungen konnte eine
Verbesserung der Tiergesundheit und eine Leistungssteigerung erzielt werden, was wiederum
zu einer Senkung der Produktionskosten fiihrte (Thomke und Elwinger, 1998). Besonders bei
Absetzferkeln konnten neben der allgemeinen Senkung der Mortalitidt auch die 6konomisch
wichtigen Gesichtspunkte Lebendmassezunahme und Futteraufwand durch den Einsatz
antibiotischer Leistungsforderer positiv beeinflusst werden. Ein geringerer Futteraufwand
fiihrte auch zu einem reduzierten Restndhrstoffgehalt der Giille, was eine geringere
Umweltbelastung mit sich brachte (Freitag, 1999).

Antibiotischen Leistungsforderern wurde ein regulierender FEinfluss auf die intestinale
mikrobielle Flora zugesprochen. Durch eine geringere Bakterienbesiedlung sollte eine
Prophylaxe gegen Verdauungsstorungen erreicht werden. Ebenfalls wurde eine Abnahme
proteolytischer Prozesse im Darm beobachtet, was eine bessere Absorption von Aminosiuren
und eine Senkung der Produktion von Ammoniak und Aminen mit sich brachte (Dierick et al.,
1986b). Zusitzlich wurde die verringerte mikrobielle Besiedlung mit einer moglicherweise
verdanderten Reaktivitit des Immunsystems in Zusammenhang gebracht (Thomke und
Elwinger, 1998). Die positive Wirkung antibiotischer Leistungsforderer war dabei abhédngig
von der duBleren Umwelt. Je schlechter die Umgebungsbedingungen, desto effektiver schien
deren Wirkung (Thomke und Elwinger, 1998).
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Nachteile der antibiotischen Leistungsforderer

Der Einsatz antimikrobieller Stoffe als Leistungsforderer bewirkt eine Verminderung der
Bakterienkonzentration im Gastrointestinaltrakt, gleichzeitig kann er einen Selektionsdruck in
Richtung resistenter Mikroorganismen erzeugen (Mateu und Martin, 2001). Es wird vermutet,
dass die regelmédfige Anwendung antimikrobieller Substanzen ein vermehrtes Auftreten von
Resistenzen der Bakterien gegeniiber diesen Stoffen bewirkt (Witte, 1998). Resistenzen
beschreiben Mechanismen, die es den Bakterien ermoglichen, vormals wirksame
antimikrobielle Substanzen abzuschwichen oder zu neutralisieren. Diese Mechanismen
entstehen in Bakterien entweder iiber Mutationen oder durch Aneignung von DNA anderer
Bakterien durch Plasmide oder Transposons (Mateu und Martin, 2001). Solche Resistenzen
stellen einerseits ein Problem in der Krankheitsbekdmpfung mit antimikrobiellen Substanzen
in der Veterindrmedizin dar (Mateu und Martin, 2000), andererseits wird eine mogliche
Ubertragung dieser Resistenzen auf humanpathogene Keime diskutiert (Molbak, 2004).
Mogliche Ubertragungswege resistenzgenetragender Bakterien wurden von Witte (1998) in
einer Abbildung zusammengefasst (siche Abbildung 2).

Antibiotikaeinsatz
zur Prophylaxe
und Therapie
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Abbildung 2: Netzwerk der Resistenzen: Okologische Beziehungen zwischen
antibiotikaresistenten Bakterien und Resistenzgenen: selektiver Druck, Hauptreservoirs und
Ubertragungswege, nach Witte (1998)

Inwieweit der Einsatz der antimikrobiellen Leistungsforderer tatsdchlich die
Resistenzentwicklung von Bakterien beeinflusst und welchen Einfluss der therapeutische
Einsatz antimikrobieller Substanzen sowohl in der Veterinir- als auch in der Humanmedizin
in diesem Zusammenhang spielt, wird ebenso kontrovers diskutiert, wie die Frage nach der
Ubertragbarkeit dieser Resistenzen vom Tier auf den Menschen (Collignon, 2004; Molbak,
2004; Phillips, 2007; Phillips, 2008). Aufgrund der erwdhnten Vorbehalte besteht seit Januar
2006 ein FEinsatzverbot antibiotischer Leistungsforderer, das in der EG-Verordnung
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1831/2003 gesetzlich verankert wurde. Damit ergibt sich die Notwendigkeit, andere Losungen
zu entwickeln, um die tiergesundheitliche und 6konomische Situation in der Ferkelproduktion
zu verbessern.

2.3 Mittelkettise Fettsauren

2.3.1 Chemische Struktur und Vorkommen

Mittelkettige Fettsduren (mkFs) sind gesittigte Fettsduren mit einer unverzweigten
Kohlenwasserstoffkette, bestehend aus 6 bis 10 Kohlenstoffatomen (Marten et al., 2006). Im
Einzelnen handelt es sich dabei um die Capronsdure (C6:0, Hexansédure), Caprylsédure (C8:0,
Octansdure) und Caprinsdure (C10:0, Decansidure). Manche Autoren zidhlen auch die
Laurinsdure mit 12 Kohlenstoffatomen (Dodecansidure) zur Gruppe der mkFs (Bach und
Babayan, 1982). Im Vergleich zu langkettigen Fettsduren (IkFs) weisen die mkFs einen
geringeren Schmelzpunkt, eine kleinere Molekiilmasse und eine geringere Energiedichte auf
(Hsiao und Siebert, 1999). Die chemischen Eigenschaften der beiden in dieser Arbeit
angewandten mkFs, Capryl- und Caprinsédure, und ihre Strukturformeln sind in der Tabelle 1
und Abbildung 3 zusammengefasst.

Tabelle 1: Chemische Eigenschaften von Capryl- und Caprinsédure

Fettsiure Molekulargewicht Schmelzpunkt pKs
Caprylséure (C8:0) 144,2 g/mol 16,7 °C 4,89
Caprinséure (C10:0) 172,3 g/mol 31,9 °C 4,89

pKs = negative dekadische Logarithmus des Zahlenwerts der Sdurekonstanten Ks

.O
2 H3CW on
P
b H3C/\/\/\/\/\ on

Abbildung 3: Strukturformel der Caprylsédure (C8:0) (a) und der Caprinsidure (C10:0) (b)

Natiirlicherweise kommen mkFs in Form von Triglyceriden vermehrt in Kokos- und
Palmkerndl vor. Da ihre Gewinnung aus diesen Olen sehr kostspielig ist, wird nach anderen
Rohstoffen gesucht, die mkFs enthalten. Als eine mogliche Alternative gilt die Cuphea-Saat,
die jedoch nur Caprinsiure in groleren Mengen und kaum Caprylsdure enthélt (Dierick et al.,
2003). Je nach Spezies sind auch in der Milch mkFs zu finden. Hohe Konzentrationen liegen
in der Milch der Maus, der Ratte, des Kaninchens, der Ziege, des Pferdes und des Elefanten
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vor, wogegen sie nur in geringem Male in der Kuh-, Schaf- und menschlichen Milch und in
kaum messbaren Mengen in der Milch der Sau, des Kamels und des Meerschweinchens zu
finden sind (Decuypere und Dierick, 2003). Der Grund fiir die unterschiedlichen
Konzentrationen ist bisher noch nicht geklért, vermutet wird ein Zusammenhang zwischen der
mkFs-Konzentration und der Reife des Neugeborenen zum Zeitpunkt der Geburt (Smith,
1980). Dies spiegelt sich jedoch nicht konsequent bei Betrachtung der Konzentration an
mittelkettigen Triglyceriden (mkTg) in der Milch dieser Spezies wider.

2.3.2 Absorption und Metabolisierung

MkTg werden nach der Aufnahme durch die linguale bzw. gastrische Lipase partiell
hydrolysiert, sodass sie teilweise als Monoglyceride oder freie Fettsduren vorliegen. Die
vollstandige Hydrolyse findet durch die Pankreaslipase im Duodenum statt. Freie mkFs
unterliegen einem besonderen Absorptionsmechanismus. Sie werden nicht, wie die
langkettigen Fettsduren, in Chylomikronen eingebaut und {iber das Lymphsystem
transportiert, sondern direkt aus der Digesta im Magen (Aw und Grigor, 1980; Hamosh et al.,
1989) und im proximalen Jejunum absorbiert und via Portalblut zur Leber transportiert (Traul
et al., 2000). Nur ein geringer Anteil der mkFs umgeht den portalen Kreislauf und gelangt
tiber die Zirkulation in periphere Gewebe (Bach und Babayan, 1982; Traul et al., 2000). In
der Leber ist es den mkFs moglich, unabhéngig von der Carnitin-Palmitoyl-Transferase, die
mitochondriale Membran zu passieren. Intramitochondrial werden sie durch die mittelkettige-
Acyl-CoA-Synthetase aktiviert und rasch oxidiert (Ikeda et al., 1985). Der grofite Teil wird
iiber Acetyl-CoA weiter zu Acetat, Kohlendioxid und Ketonkorpern metabolisiert. Ein
geringerer Teil wird fiir die Elongation endogen synthetisierter Fettsduren genutzt (Bach und
Babayan, 1982). Dieses Absorptionsverhalten der mkFs ist auch beim Schwein nachweisbar
(Guillot et al., 1993), wobei ein geringer Anteil der absorbierten mkFs schon in der
intestinalen Mukosa metabolisiert wird (Greenberger et al., 1965).

Dieses besondere Absorptions- und Metabolisierungsverhalten der mkFs wird hauptsdchlich
in der Humanmedizin genutzt, sowohl bei FErkrankungen wie Pankreasinsuffizienz,
Fettmalabsorption, Beeintrichtigungen im lymphatischen Chylomikronentransport und
schwerer Hyperchylomikrondmie sowie auch im Rahmen der Intensivernidhrung (Traul et al.,
2000).

2.3.3 Antibakterielle Effekte

Entdeckung der antibakteriellen Wirksamkeit von mittelkettigen Fettsduren

In den 60er Jahren des letzten Jahrhunderts beschrieben Canas-Rodriguez und Smith (1966),
dass der Darm von gesdugten Kaninchen nicht direkt nach der Geburt mit Bakterien besiedelt
wurde, sondern dass wihrend der Sdugephase der Magen und der Diinndarm nur wenige
Bakterien enthielten. Verursacht wird dieses Phdnomen durch die Anwesenheit
antimikrobieller Substanzen in der Kaninchenmilch, die jedoch erst durch lipolytische
Abbauprozesse ihre Wirkung zeigen. Sowohl die reine Kaninchenmilch als auch die in ihr
enthaltenen Tri- und Diglyceride weisen keine antibakterielle Wirkung auf (Isaacs, 2001).
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Auch weitere Untersuchungen mit Milchfetten zeigten, dass erst nach ihrer Spaltung im
Magen eine antibakterielle Wirkung auftrat. Da schon Kabara er al. (1972) nachgewiesen
hatten, dass kurzkettige und mittelkettige Fettsduren antibakterielle Effekte aufweisen, wurde
angenommen, dass diese auch die wirksamen Substanzen in der Kaninchenmilch sein
konnten. Die meisten Untersuchungen ergaben dabei eine ausgeprigte Wirkung auf
grampositive Bakterien, wogegen die Hemmwirkung gegeniiber gramnegativen Bakterien nur
gering war (Canas-Rodriguez und Smith, 1966; Sprong et al., 2001).

Die Spaltung der iiber die Nahrung bzw. Muttermilch aufgenommenen mkTg erfolgt durch
Lipasen. Eine besondere Stellung nehmen hierbei die priduodenalen Lipasen ein (linguale
bzw. pharyngeale und gastrische Lipase), da sie eine besondere Priferenz fiir mkTg der Milch
haben und durch sie die freien Fettsduren schon im Magen wirksam vorliegen. Die Aktivitit
dieser Lipasen ist zwischen den Spezies sehr unterschiedlich. Eine hohe Aktivitit ist bei
Menschen, priaruminierenden Kélbern, jungen Kaninchen und bei Hunden festzustellen,
wogegen bei Ferkeln und fleischfressenden Vogeln nur eine geringe Aktivitidt nachzuweisen
ist. Im Gefliigel und anderen Vogeln fehlt sie sogar vollstindig (Decuypere und Dierick,
2003).

Wirkungsspektrum der Capryl- und Caprinsédure bei in vitro-Untersuchungen

Viele in vitro-Untersuchungen belegen, dass mkFs und ihre Monoglyceride pathogene
Bakterien, Viren und Parasiten inaktivieren. Die Ergebnisse der Untersuchungen sind in den
Tabellen 2, 3 und 4 fiir Capryl- und Caprinsdure zusammengefasst.
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Tabelle 2 Zusammenstellung der Wirksamkeit von Capryl- und Caprinsidure auf ausgewéhlte

grampositive Bakterien in verschiedenen in vitro-Versuchen

1- in-
Testkeim C2.1.pry Konz. C?,p rn Konz. Literatur
sdure siaure
2,9 mM
- 6,93 mM + ’ Kab tal (1972
Staphylococcus (MHK) abara et al. ( )
aureus Canas-Rodriguez und
k. A. k. A.
" " Smith (1966)
Staphylococcus 2,9 mM
- 6,93 mM + Kab tal (1972
epidermidis (MHK) abara et al. ( )
p-héamolytische 2,9 mM
- mM Kab tal (1972
Streptokokken 6,93 - (MHK) abara et al. (1972)
Gruppe-D- 5,8 mM
- 6,93 mM + Kab tal (1972
Streptokokken m (MHK) abara ef al. (1972)
Streptococcus Canas-Rodriguez und
+/- k. A. +/- k. A.
faecalis Smith (1966)
1,12 mM
+ ’MHK & Hsiao und Siebert (1999)
Bacillus subtilis ( )
+ 2mM + 2 mM Sheu und Freese (1973)
47 mM
Bacillus cereus + 0(,MHK) & Hsiao und Siebert (1999)
. 2,9 mM
Micrococcus ssp. - 6,93 mM + (MHK) Kabara er al. (1972)
. . 1,45 mM
Nocardia asteroides - 6,93 mM + (MHK) Kabara et al. (1972)
Corynebacterium 1,45 mM
- 6,93 mM Kab tal (1972
ssp. 9 + (MHK) abara et al. (1972)
1,45 mM
b - ,93 mM ’ K . (1972
Pneumococcus ssp. 6,93 + (MHK) abara et al. (1972)
Listeria - 0,5 mM + 0,5 mM Sprong et al. (2001)
monocyltogenes + 5 mM + 0,5 mM Sprong et al. (1999)
Lactobacillus Canas-Rodriguez und
+ k. A. + k. A.
acidophilus Smith (1966)
Lactobacillus 11,0 mM . .
fermentum + (MHK) & Hsiao und Siebert (1999)
Lactobacillus 18,2 mM
’ Hsi i 1
plantarum + (MHK) & siao und Siebert (1999)
Clostr"tdmm . A . A Canas-Bodlguez und
perfringens Smith (1966)
Enterococcus <2 mM
+ & Sun et al. (2002
Jfaecium (MHK) uneet al. ( )
Enterococcus <2mM
+ & Sun et al. (2002
Sfaecalis (MHK) un et al. ( )
Enterococcus <2 mM
+ & Sun et al. (2002
casseliflavus (MHK) un et al. ( )
+ = Hemmung; - = keine Hemmung; +/- = geringe Hemmung; & = nicht untersucht; k. A. = keine Angaben;

MHK = minimale Hemmkonzentration; mM = millimolar
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Tabelle 3 Zusammenstellung der Wirksamkeit von Capryl- und Caprinsdure auf ausgewihlte
gramnegative Bakterien in verschiedenen in vitro-Versuchen
Capryl- Caprin-

Testkeim Konz. Konz. Literatur

sdure sdure

- 0,5 mM + 0,5 mM Sprong et al. (2001)
Salmonella enteritidis - 5 mM - 5 mM Sprong et al. (1999)
+ 10 mM + 5 mM Van Immerseel et al. (2004)

Vibrio cholerae - k. A. - k. A. Petschow et al. (1998)

+ 10 mM + 2,5 mM Bergsson et al. (2002)
Helicobacter pylori
- 5 mM - 5 mM Petschow et al. (1998)

Proteus vulgaris - 6,93 mM - 6,93 mM Kabara et al. (1972)

Proteus rettgeri - 6,93 mM - 6,93 mM Kabara et al. (1972)

Kiebsiella - <2mM & Sun ez al. (2002)
pneumoniae
+ = Hemmung; - = keine Hemmung; +/- = geringe Hemmung; & = nicht untersucht; k. A. = keine Angaben;

MHK = minimale Hemmkonzentration; mM = millimolar
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Tabelle 4: Zusammenstellung der Wirksamkeit von Capryl- und Caprinsdure auf Viren,
Candida albicans und Giardia lamblia in verschiedenen in vitro-Versuchen

Testkeim Ci'l‘p ryl- Konz. Celp rin- Konz. Literatur
sdure sdure
Resp. Syncytial Virus +/- 15 mM + 30 mM Isaac et al. (1995)
+/- 15 mM + 30 mM Isaac et al. (1995)
Herpes simplex Virus
& + 22 mM Thormar et al. (1987)
Vesikuldires Stomatitis + 69 mM + 22 mM Thormar ef al. (1987)
Virus
Visna Virus + 69 mM + 22 mM Thormar et al. (1987)
- 6,93 mM + 2,9 mM Kabara et al. (1972)
Candida albicans c Rodi d
anas-Rodriguez un
+ k. A. + k. A.
Smith (1966)
L , > 4,00 uM 500- .
Giardia lamblia +/- LD + 2000 uM Reiner et al. (1986)
50 LDs,
+ = Hemmung; - = keine Hemmung; +/- = geringe Hemmung; & = nicht untersucht; k. A. = keine Angaben;

MHK = minimale Hemmkonzentration; LDs, = Letale Dosis (50 % der Giardienpopulation werden bei dieser
Konzentration abgetotet); mM = millimolar

Die Ergebnisse der in vitro-Untersuchungen sind zum Teil widerspriichlich. Die Caprylsdure
wies in den meisten Untersuchungen keine Wirkung gegeniiber gramnegativen Bakterien auf.
Auf grampositive Bakterien konnte eine Wirkung festgestellt werden, die aber erst mit relativ
hohen Konzentrationen erreicht wurde (Kabara et al., 1972; Petschow et al., 1996; Bergsson
et al., 1998; Bergsson et al., 1999; Sprong et al., 1999; Bergsson et al., 2002). Dem gegeniiber
steht jedoch die Untersuchung von Sun et al. (2002), die der Caprylsdure besondere
Wirksamkeit gegeniiber gramnegativen Bakterien zusprechen.

Die Caprinsédure zeigte in vielen Untersuchungen sowohl auf gramnegative (Petschow et al.,
1996; Bergsson et al., 1998; Bergsson et al., 1999; Bergsson et al., 2002) als auch
grampositive Bakterien (Sprong et al., 1999) eine effektive antibakterielle Wirkung. Andere
Studien beobachteten diese nur gegeniiber grampositiven Bakterien (Kabara et al., 1972).
Zusitzlich konnte in vielen Studien eine ausgeprigte antibakterielle Wirksamkeit der
Laurinsédure (C12:0) nachgewiesen werden, die zum Teil die Wirkung der anderen freien
Fettsduren iibertraf (Canas-Rodriguez und Smith, 1966; Kabara et al., 1972; Petschow et al.,
1996; Bergsson et al., 1998; Sprong et al., 2001; Sun et al., 2002). Die Laurinsidure wirkt
besonders effektiv auf grampositive Bakterien. Monoglyceride der Caprinsidure und der
Laurinsdure zeigten in vielen Untersuchungen eine deutlich effektivere Beeinflussung des
Bakterienwachstums als ihre freien Fettsduren (Kabara et al., 1972; Petschow et al., 1996;
Bergsson et al., 1998; Petschow et al., 1998; Bergsson et al., 1999; Sprong et al., 1999;
Bergsson et al., 2002).
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Bei der Betrachtung der fiir das Absetzferkel relevanten pathogenen Bakterien E. coli und
Salmonella enteritidis sind die Ergebnisse sehr uneinheitlich, was vermutlich durch die
unterschiedlich eingesetzten Konzentrationen, Ndhrmedien und pH-Werte begriindet ist. Zum
Teil konnte mit beiden Fettsiduren bei einer Konzentration von 6,93 mM keine Wirkung auf
gramnegative Bakterien festgestellt werden (Kabara et al., 1972). Sprong et al. (2001)
erzielten jedoch mit der Caprinsdure in einer Konzentration von 0,5 mM eine signifikante
Reduktion von FE.coli und Salmonella enteritidis. Dagegen liegt die minimale
Hemmkonzentration der Caprylsdure fiir E. coli bei 1,73 g/l (12 mM) (Hsiao und Siebert,
1999). Dass eine Wirksamkeit der Caprylsdure erst in hoheren Konzentrationen besteht,
zeigten auch Untersuchungen an Salmonella enteritidis, die erst durch eine Konzentration von
10 mM inhibiert wurden (Van Immerseel et al., 2004).

In Kombination weisen die Capryl- und Caprinsdure anscheinend synergistische Effekte auf.
Eine Gesamtkonzentration von 0,35 g mkFs (C8:0+C10:0) pro 100 g Medium bei einem pH-
Wert von 5 bewirkte eine Senkung der Keimflora um mindestens eine Zehnerpotenz, wobei
die Mengenverhiltnisse der einzelnen Fettsduren nicht entscheidend fiir die Wirkung waren
(Dierick et al., 2002a; 2002b).

Wirkungsspektrum der Capryl-und Caprinsidure bei in vivo-Untersuchungen

Die Wirkung der beiden Fettsduren wurde bisher nur in wenigen in vivo-Versuchen
experimentell nachvollzogen. Fiitterungsversuche bei Ratten, denen Milch mit unterschiedlich
hohem Fettgehalt verabreicht wurde, zeigten, dass ein hoher Milchfettgehalt eine Ansiedlung
von oral verabreichten Listeria monocytogenes verhindern konnte. Die Ansiedlung von
Salmonella enteritidis konnte dagegen unter gleichen Versuchsbedingungen nicht verhindert
werden. Auffillig war, dass dieser Effekt nur im Magen und nicht im Diinndarm zu erkennen
war (Sprong et al., 1999).

Zusitzlich spielt der Zeitraum zwischen Aufnahme der mkFs und der Keimexposition eine
Rolle. Mit dem Einsatz der Monoglyceridform der Caprinsdure (Monocaprin) konnten
Petschow et al. (1998) bei Miusen, denen gleichzeitig Monocaprin und Vibrio cholerae oral
zugefiihrt wurde, eine Ansiedlung der Vibrionen verhindern. Dies gelang jedoch nicht, wenn
Monocaprin spiter dem tidglichen Futter zugesetzt war, was eine verminderte Wirksamkeit
des Monocaprins nach einer stattgefundenen Infektion aufzeigt.

Die antibakterielle Wirkung der mkFs wurde am Absetzferkel bisher lediglich durch die
Fiitterung von mittelkettigen Triglyceriden in Kombinationen mit exogen zugefiihrter Lipase
untersucht (Dierick et al., 2002a; 2004). Die freigesetzten Fettsduren zeigten bei
Konzentrationen von 0,6 g mkFs pro 100 g frischem Mageninhalt, der fistulierten Ferkeln 30
bzw. 90 Minuten nach Futteraufnahme entnommen wurde, eine signifikant reduzierende
Wirkung auf die aerobe Gesamtkeimzahl, Laktobazillen sowie Streptokokken und eine etwas
geringer ausgepragte, jedoch signifikante Reduktion der E. coli-Konzentration. In einem grof3
angelegten Fiitterungsversuch (244 Absetzferkel) konnte durch eine Konzentration von 0,45 g
mkFs/100 g frischer Digesta eine Reduktion der aeroben Gesamtkeimzahl und der
Laktobazillen im Magen und im Duodenum gezeigt werden. Zusitzlich wurde bei diesem
Versuch eine signifikante Reduktion von E. coli mit gleichzeitiger Erhohung der
Streptokokkenzahl im Magen nachgewiesen (Dierick et al., 2002b). Auch der Einsatz der
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Cuphea-Saat als mkFs-Lieferant (hauptsdchlich Caprinsdure) in Kombination mit einer
exogenen Lipase bewirkte eine Reduktion der Bakterien. Die Anzahl der coliformen Keime
war im Vergleich zur Kontrollgruppe im Magen und im distalen Diinndarm hoher, dagegen
im proximalen Diinndarm niedriger. Fiir Streptokokken konnte nur im proximalen Diinndarm
eine signifikante Reduktion nachgewiesen werden. Die Anzahl der Laktobazillen war dagegen
im Magen und proximalen Diinndarm tendenziell und im distalen Diinndarm signifikant
geringer. Ein Einfluss der Cuphea-Saat auf die anaerobe Gesamtkeimzahl konnte nicht
festgestellt werden, was eventuell durch den geringen Anteil an Caprylsédure in der Cuphea-
Saat bedingt war (Dierick et al., 2003).

Antibakterielle Wirkungsmechanismen der mittelkettigen Fettsduren

In den frithen 70er Jahren des letzten Jahrhunderts betrachtete man Fettsduren als anionische
Oberflachenwirkstoffe, die analog zu Seifen antibakterielle Effekte durch ihren Detergenzien-
Charakter erzielen (Kabara et al., 1972). Die Hypothese, dass mittelkettige Fettsduren ihre
Wirkung iiber eine Membrandestabilisierung durch FEinlagerung in die Zellwand und
Zytoplasmamembran der Bakterien entfalten, wird als sehr wahrscheinlich diskutiert (Isaacs
et al., 1986; Bergsson et al., 1998; Bergsson et al., 1999; Isaacs, 2001; Bergsson et al., 2002).
Bei der Behandlung von Chlamydia trachomatis mit Monocaprin konnten mit Hilfe von
elektronenmikroskopischen =~ Aufnahmen  Verinderungen der  Elementarkorperchen
nachgewiesen werden, was die Autoren zu der Hypothese veranlasste, dass die Fettsduren die
bakteriellen Aulenmembranen angreifen und zerstoren, was zum Tod der Bakterienzelle fiihrt
(Bergsson et al., 1998). Diese membranassoziierten Effekte der mkFs werden zusitzlich in
der differierenden Wirkung auf Bakterien mit unterschiedlichen Zellwandstrukturen deutlich.
E. coli, Salmonella enteritidis, Salmonella typhimurium, Helicobacter pylori und Neisseria
gonorrhoeae sind Beispiele gramnegativer Keime mit unterschiedlicher Zellwandstruktur.
Auf Helicobacter pylori und Neisseria gonorrhoeae wirken die mkFs schon in geringen
Konzentrationen hemmend, wogegen bei gleicher Konzentration keine Effekte auf E. coli,
Salmonella enteritidis und Salmonella typhimurium erzielt werden (Bergsson et al., 1999;
Bergsson et al., 2002). Morphologisch unterscheiden sich diese gramnegativen Bakterien in
ihrer LPS-Struktur. E. coli und Salmonellen haben aufgrund der O-Seitenkette des LPS eine
hydrophile Oberfliche, was das Angreifen von hydrophoben Substanzen (wie den Fettsiduren)
erschwert. Neisserien, aber auch andere Bakterien wie z.B. Campylobacter ssp., tragen auf
ihrer Zellwand Lipooligosaccharide, die ausschlieBlich die Lipid A-Struktur aufweisen.
Dadurch haben sie eine relativ hydrophobe Oberfliche, die leichter von Fettsduren
durchdringbar ist (Preston et al., 1996). Schon Untersuchungen aus den 70er Jahren zeigten
sowohl bei einer Mutante von E. coli (die keine Heptose in das LPS einbauen konnte und der
somit oberhalb der 2-Keto-3-deoxyoctonate die Polysaccharidkette (O-Antigen) fehlte) als
auch bei E. coli und Salmonella typhimurium, deren LPS durch EDTA kurzfristig zerstort
worden war, eine im Vergleich zum Wildtyp deutlich verbesserte Hemmung durch
Caprinsdure. Langkettige Fettsduren hatten im Vergleich dazu bei den Mutanten keine
Wirkung, sodass von einer spezifischen Hemmwirkung der mkFs ausgegangen werden kann,
die jedoch durch die LPS-Struktur beeinflusst wird. Eventuell handelt es sich um eine
evolutionidre Anpassung bestimmter gramnegativer Bakterien an das intestinale Milieu, in
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dem sie durch die Aufspaltung der Nahrung héaufig mk- und 1kFs exponiert sind (Sheu und
Freese, 1973). Auch an behiillten Viren konnte durch Anfirbeversuche gezeigt werden, dass
nach der Inkubation mit mkFs keine Anfirbung der Virushiille mehr moglich war, sodass von
einer Zerstorung der Hiille ausgegangen werden kann (Thormar et al., 1987).

Einen anderen moglichen Wirkmechanismus stellt das Eindringen der Fettsduren im
undissoziierten Zustand in das Innere des Bakteriums dar. Im alkalischen Zytoplasma
dissoziieren die mkFs in Protonen und Anionen und bewirken eine Absenkung des pH-Werts.
Aus dieser resultieren Funktionsstdrungen zytoplasmatischer Enzyme, der Transportsysteme
fiir Ndhrstoffe und der ATP-abhéngigen Ionenpumpen, die zum Tod der Bakterienzelle fithren
(Freese et al., 1973; Hsiao und Siebert, 1999). Ein stidrkerer inhibitorischer Effekt der
undissoziierten im Vergleich zur dissoziierten Form konnte schon fiir die kurzkettigen
Fettsduren festgestellt werden (Eklund, 1983). Durch diese Abhingigkeit vom
Dissoziationsgrad erlangt der pH-Wert des umgebenden Milieus eine herausragende
Bedeutung. In mehreren in vitro-Untersuchungen konnte ein Zusammenhang zwischen
steigendem pH-Wert des Nahrmediums und sinkender Wirksamkeit der mkFs nachgewiesen
werden (Hsiao und Siebert, 1999; Sun et al., 2002).

Andere postulierte Wirkmechanismen sind sowohl die Beeinflussung autolytischer Enzyme
der bakteriellen Zellwand (Autolysin), die am Prozess des bakteriellen Todes und der Zelllyse
beteiligt sind und durch mkFs induziert werden (Tsuchido et al., 1985), als auch die
Hemmung mikrobieller Lipasen, die zur Kolonisation von Haut und Mukosa benétigt werden
(Grippa et al., 1999). Zusitzlich konnte in Zellkulturversuchen nach der Inkubation mit mkFs
eine Verminderung der Invasion von Salmonellen in Epithelzellen nachgewiesen werden, die
auf einer Absenkung der hilA-Expression beruhte. Dabei handelt es sich um ein Gen, das
einen Schliisselregulator fiir die Invasionskapazitit der Salmonellen darstellt (Van Immerseel
et al., 2004).

Obwohl sich sehr viele Studien der pathogenen Wachstums- und Kolonisationshemmung
mittels mkFs angenommen haben, sind die genauen Wirkmechanismen nicht eindeutig geklért
und bediirfen weiterer Untersuchungen. Auch die mogliche Metabolisierung der mkFs via -
Oxidation durch gramnegative Bakterien (Fay und Farias, 1975; Cherrington et al., 1991), die
eventuell ein Grund fiir ihre geringere Sensitivitdt gegeniiber den mkFs sein konnte, muss
eingehender untersucht werden.

Die in der Literatur am héaufigsten erwédhnten Wirkmechanismen der mkFs sind in der
Abbildung 4 schematisch zusammengefasst.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der postulierten Wirkungsmechanismen der

mittelkettigen Fettsduren

a) Zerstorung der Integritiit der bakteriellen Zellwand und Zytoplasmamembran b) Verhinderung der bakteriellen
Kolonisierung an der Darmwand durch Hemmung bakterieller Lipasen c) Intrazellulire pH-Wert-Absenkung
durch Dissoziation der mkFs d) Zerstorung der bakteriellen Zellwand durch Aktivierung bakterieller Autolysine

2.3.4 Wirkung auf die Darmmorphologie und -physiologie

Nach jahrelangem Einsatz der mkFs in der Humanmedizin wurden neben der antimikrobiellen
Wirkung auch einige positive Effekte auf die Darmphysiologie festgestellt. Sie fordern die
reaktive Villus-Hyperplasie (Galluser et al., 1993; Jenkins und Thompson, 1993; Czernichow
et al., 1996; Iba et al., 1998) und haben positive Effekte auf membrangebundene Enzyme der
Epithelien (Takase und Goda, 1990). Zudem begiinstigen sie die Absorption hydrophiler
Medikamente (Lindmark et al., 1995; Lindmark et al., 1998) und sind schnelle und leicht
verfiigbare Energielieferanten fiir Enterozyten (Greenberger et al., 1965; Guillot et al., 1993).

Beim Einsatz der mkFs in der Schweinefiitterung konnte auch eine Steigerung der Villushohe
und eine Senkung der Kryptentiefe nachgewiesen werden (Dierick et al., 2003). Dierick et al.
(2003) fanden zusitzlich in den untersuchten Diinndarmabschnitten eine geringere Anzahl
von intraepithelialen Lymphozyten (IEL). Da IEL eine Rolle bei der Abwehr gegen invasive
Pathogene und der Apoptoseinduktion spielen, nehmen die Autoren an, dass durch die
verringerte Anzahl der IEL die Apoptoserate der Enterozyten gesenkt wird. Dies spiegelt sich
in der der Steigerung der Villushohe wider und bedingt eine verringerte Mitoserate im
Kryptenbereich, die sich in einer geringeren Tiefe ausdriickt. Dies verspricht einen Vorteil fiir
die Absetzzeit, in deren Verlauf hdufig Villusatrophie und Kryptenzellhyperplasie auftreten,
wodurch die digestive und absorptive Kapazitit des Darmes vermindert wird (Pluske et al.,
1997). Ob diese morphologischen Veridnderungen durch die direkte Wirkung der mkFs auf
die IEL oder die Enterozyten oder indirekt durch die Absenkung der Pathogenkonzentration
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im Darmlumen erreicht wurden, ist jedoch nicht vollstindig geklirt (Decuypere und Dierick,
2003; Dierick et al., 2003).

Sédugerzellkulturen (HelLa, humane Fibroblasten und murine Neuroblastomazellen) wiesen
nach einer Behandlung mit millimolaren Konzentrationen von C6:0 bis C10:0 Fettsduren
Wachstumsdepressionen und morphologische Veridnderungen auf, die vermutlich durch
Anderungen in der Bindungsstruktur der Zellen bedingt waren (Sheu et al., 1975). Auch
andere Autoren warnen vor Schiden an Epithelzellen und moglichen Funktionsstorungen der
Phospholipidmembran durch den Einsatz von mkFs (Wargovich et al., 1984; Bergner und
Sommer, 1994). Kanai et al. (1979) merken dagegen an, dass mkFs und ihre Acylglycerole
als anionische oberflichenaktive Verbindungen zwar in in vitro-Modellen einen
zytotoxischen, membranwirksamen Effekt haben, dass dieser aber nicht in lebenden
Organismen zum Tragen kommt, da neutralisierende Agentien wie Serum, Chymus und
Muzine derartige Zelleffekte kompensieren konnen. Solch unterschiedliche Auswirkungen
auf in vitro-Zellkulturen und in vivo-Zellgewebe wurden auch bei kurzkettigen Fettsduren
festgestellt (Wachtershéduser und Stein, 2000).

Auch wenn die mkTg und mkFs von der U.S. Food and Drugs Administration mit der
Kategorie ,,GRAS* (generally recognized as safe) als sicher fiir Erndhrungszwecke angesehen
werden, bedarf es weiterer in vivo-Versuche, die sich mit den Einfliissen dieser Substanzen
auf die Mukosa beschiftigen. Im Besonderen gilt dies, wenn mkFs in hohen Dosen oder ohne
vorherige Gewohnung der Ration zugefiigt werden sollen (Marten et al., 2006).

2.3.5 Wirkung auf Leistungsparameter

Der mogliche Nutzen der mkFs als schnell verfiigbare und leicht metabolisierbare
Energielieferanten wurde in der Schweinefiitterung in mehreren Studien untersucht, wobei die
mkFs hauptsichlich in Form intakter mkTg dem Futter zugesetzt wurden.

Der Einsatz von mkTg in der Sauenfiitterung (spéte Gestationsphase) zeigte im Vergleich zu
Triglyceriden, die langkettige Fettsduren (IkFs) enthielten, zwar keine Unterschiede bei den
Sauen selbst (Gatlin et al., 2002), jedoch konnte in einigen Studien ein Anstieg der
Uberlebensrate von neonatalen Ferkeln ermittelt werden (Newcomb et al., 1991; Azain, 1993;
Jean-KuoBin und Chiang-ShuHsing, 1999). Dies wurde mit einem ansteigenden
Blutglucosespiegel und einem gesteigertem Glycogenvorrat bei den neugeborenen Ferkeln in
Zusammenhang gebracht. Die gefiitterten mkTg bewirkten in diesen Studien nur geringe
Veridnderungen der Milchfettkomposition, sodass kein Zusammenhang zwischen mkFs-
Gehalt in der Sauenmilch und der verbesserten Uberlebensrate der Ferkel festgestellt werden
konnte (Azain, 1993). Die direkte Gabe von mkTg an Saugferkel bewirkte eine Verbesserung
der Energiebilanz bei neonatalen Tieren, sodass die Uberlebensrate erhoht werden konnte
(Odle, 1997; Odle, 1999). Bei zu hohen Dosierungen (> 6 ml kag-Ol als Bolus) zeigten sich
jedoch narkotische Effekte, sodass die Vitalitdt der Ferkel herabgesetzt wurde und vor allem
bei Ferkeln mit einem Geburtsgewicht unter 1 kg ein Anstieg der Mortalitit zu verzeichnen
war (Wieland et al., 1993; Odle, 1999).

Bei Absetzferkeln waren die Ergebnisse bisheriger Studien eher uneinheitlich. Allee et al.
(1972) konnten keine Unterschiede in Bezug auf Futteraufnahme, Futteraufwand und
Lebendmassezunahme feststellen, als sie eine Ration mit 10 % mkTg mit Rationen
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verglichen, denen Talg, Schweinefett, Kokosnussol oder Maisol zugefiigt worden war. Auch
in den Arbeiten von Newport ef al. (1979) mit Rationen, die 15 % mkTg enthielten, und von
Fakler et al. (1992), die eine Ration mit 8 % mkTg-Anteil mit einer Ration mit 10 % Sojadl
verglichen, konnten keine Leistungsunterschiede bei Absetzferkeln nachgewiesen werden.
Dagegen fanden De Rodas und Maxwell (1990) bei Friihabsetzern einen signifikanten
Anstieg der mittleren tidglichen Lebendmassezunahme sowie der Futteraufnahme und einen
geringeren Futteraufwand innerhalb der ersten Wochen nach dem Absetzen, wenn sie eine
Ration mit 4 % Schweineschmalz und 6 % mkTg einsetzten. Rationen mit 10 %
Schweineschmalz oder Butterfett ohne weiteren Zusatz konnten diese Effekte nicht erbringen.
Dies bestidtigte auch Dove (1993) durch vergleichende Fiitterung von Rationen mit 5 %
Sojadl, mkTg oder tierischen Fetten. In dieser Studie zeigte sich eine signifikant erhohte
Wachstumsrate vermittelt durch die mkTg-Ration.

Anders als die zuvor erwihnten Studien sehen andere Autoren den Grund fiir die verbesserten
Leistungsdaten nicht in der giinstigen energetischen Verfiigbarkeit der mkFs, sondern in ihrer
antibakteriellen Wirkung im Darmlumen (Vervaeke et al., 1979; Dierick et al., 1986b;
Anderson et al., 1999; Gaskins et al., 2002; Decuypere und Dierick, 2003). Dabei wird die
Démpfung der bakteriellen Besiedlung und der direkte und indirekte Einfluss auf die
epitheliale Funktion (Villushohe, Kryptentiefe) im vorderen Diinndarmbereich, der zur
gesteigerten Aufnahme und effektiveren Nutzung von Néhrstoffen fiihrt, mit einer
Verbesserung der Leistungsparameter in Zusammenhang gebracht. Dierick et al. (2002b)
fanden in von ihnen durchgefiihrten Leistungsversuchen mit Absetzferkeln einen Anstieg der
taglichen Lebendmassezunahme von mehr als 10 % in Verbindung mit einer Verringerung
des Futteraufwands um 3 % in den Gruppen, die mit mkTg und Lipase gefiittert wurden.

Dem gegeniiber steht jedoch die in vielen Untersuchungen feststellbare reduzierte
Futteraufnahme bei der Verfiitterung freier mkFs. Begriinden ldsst sich dies moglicherweise
durch den Geruch bzw. Geschmack der unveresterten mkFs (Cera et al., 1989). Zusitzlich
konnen Nebenwirkungen bei der Verfiitterung der mkFs und der mkTg auftreten, wenn ihre
Gabe in hoher Konzentration und iiber eine kurze Zeit (z.B. als Bolus) stattfindet. Bei
neonatalen Ferkeln konnen sie ketogene und sogar narkotische Wirkungen haben (Lin et al.,
1995). Beim Menschen fiihrt die rasche orale Gabe von > 30 g mkTg zu Ubelkeit und Magen-
Darmbeschwerden (Jeukendrup und Aldred, 2004). Aullerdem kénnen mkFs die Sekretion
von Cholecystokinin und moglicherweise auch anderer intestinaler Hormone bewirken, die
wiederum Einfluss auf das Séattigungsgefiihl und somit auf die Futteraufnahme haben
(Mabayo et al., 1992; 1994). Neuere Studien belegen aber nur einen geringen Einfluss auf die
Cholecystokininsekretion (Symersky et al., 2002).

Trotz der Vielzahl von Studien kann somit keine abschlieBende Aussage zur Beeinflussung
der Leistungsparameter von Saug- und Absetzferkeln durch die Fiitterung von mkTg bzw.
mkFs getroffen werden.

2.3.6 Moglichkeiten verschiedener Priaparationen

Die mkFs weisen einen starken Geruch und Geschmack auf. Eine daraus resultierende
verringerte Akzeptanz des Futters und damit verbundene Verminderung der Futteraufnahme
kann die Folge sein (Decuypere und Dierick, 2003). Dies spielt besonders bei den friih
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abgesetzten Ferkeln eine Rolle, deren Futteraufnahme hédufig nach dem Absetzen reduziert ist.
Um diesem Problem zu begegnen, wird an verschiedenen Préaparationen der mkFs gearbeitet.
Eine Moglichkeit stellt der Einsatz von mkTg unter Zusatz einer exogen zugefiigten Lipase
dar, wodurch eine enzymatisch bedingte langsame Freisetzung der mkFs im Magen
ermoglicht wird. Die Triglyceride weisen eine geringe Geruchs- bzw. Geschmacksintensitit
auf, sodass Akzeptanzprobleme vermieden werden. Dariiber hinaus wird angenommen, dass
durch die langsamere Freisetzung der mkFs eine lidngere Retentionszeit und gleichzeitig
geringere Absorptionsrate im Magen ermoglicht wird, was mit einer Verbesserung der
antibakteriellen Effekte einhergehen soll (Decuypere und Dierick, 2003). Diese verbesserte
antibakterielle Wirkung bringen einige Autoren auflerdem mit der Freisetzung von
Monoglyceriden aus den mkTg in Zusammenhang, da diese sich in in vitro-Versuchen als
besonders effizient erwiesen haben (Kabara et al., 1972; Isaacs et al., 1990; 1995).

Eine andere Moglichkeit, diesen Schwierigkeiten zu entgehen, stellt die Mikroverkapselung
(Coating) der eingesetzten mkFs dar. Die Mikroverkapselung mit pflanzlichen Lipiden wurde
schon erfolgreich beim Einsatz von organischen Séduren (Piva et al., 2007), von Tryptophan
und Sulfonamiden (Piva et al., 1997) und von Butyrat (Claus et al., 2007) eingesetzt. In diesen
Studien sollte neben eine Akzeptanzverbesserung auch ein Verbringen von Substanzen in
distalere Bereiche des GI-Trakts erreicht werden, die in ungeschiitztem Zustand sehr schnell
absorbiert und metabolisiert werden. Zu diesem Zweck wurden hydrierte Pflanzenfette (Piva
et al., 2007) oder nicht niher definierte langkettige Fettsduren (Claus et al., 2007) genutzt.
Diese Fette iiberstehen die Magenpassage und werden unter dem Einfluss der Pankreaslipase
im Diinndarm verdaut, sodass die eingeschlossenen Substanzen einer langsamen Freisetzung
im vorderen bis mittleren Diinndarm unterliegen (Claus et al., 2007). Piva et al. (2007)
konnten durch eine Verkapselung mit Pflanzenfetten den abrupten Konzentrationsabfall der
eingesetzten organischen Sduren im Lumen des Duodenums verhindern, der sich bei den
ungecoateten Séduren zeigte. Sie wiesen beim Einsatz des verkapselten Produkts 15 % der im
Magen gemessenen Siduremenge im Colon nach. Nach der Verfiitterung des nicht
verkapselten Produkts wurde keine Sdure im Colon gemessen. Durch die hoheren
Konzentrationen der organischen Séduren im distalen Jejunum und Caecum konnte eine
Reduktion der Coliformen in diesen Bereichen des GI-Trakts erreicht werden, welche sich
nicht beim Einsatz der ungecoateten organischen Siduren bewirken lie3 (Piva et al., 2007).
Auch in der vorliegenden Arbeit wurde eine Coating mit pflanzlichen Fetten eingesetzt, um
den Geruch und Geschmack der mkFs zu maskieren und eine hohere Akzeptanz zu erreichen.
Zudem sollte die Freisetzungskinetik der mkFs beeinflusst werden, um der schnellen
Absorption im Magen und Duodenum zu entgehen und somit eine ausreichende
Konzentration der mkFs, die eine Beeinflussung der mikrobiellen Darmflora erméglicht, im
mittleren und hinterem Diinndarm zu erreichen.
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2.4 Immunologische Parameter beim Ferkel

2.4.1 Angeborene und adaptive Immunabwehr

Das Immunsystem schiitzt den Vertebraten vor Mikroorganismen wie Viren, Parasiten und
Bakterien. Dabei ist die Hauptaufgabe, korpereigene von korperfremden Stoffen zu
unterscheiden. Diese Aufgabe wird auf zwei voneinander abhéngigen Ebenen realisiert:

1. der Ebene der angeborenen, unspezifischen Abwehr und

2. der Ebene der adaptiven, spezifischen Abwehr.

Angeborene Immunabwehr

Bei der angeborenen Immunabwehr handelt es sich um die erste Verteidigungslinie der
Immunabwehr, die bei Kontakt mit Pathogenen sofort aktiviert wird und die Erreger direkt
angreift. Die Reaktion auf Pathogene erfolgt auch bei wiederholtem Kontakt in gleicher
Weise. Die adaptive Immunabwehr wird durch zellulire Mechanismen der angeborenen
Immunabwehr induziert. Die angeborene Immunabwehr setzt sich aus mehreren
Komponenten zusammen. Zuerst wirken Korperepithelien als Barriere gegen von aullen
herantretende Pathogene. Wenn diese Barriere durchbrochen wird, kommt es zur Aktivierung

von Zellen und Molekiilen, die den Krankheitserreger eindimmen (Janeway und Travers,
2002). Zu den zelluldren Vermittlern der angeborenen Abwehr gehdren Monozyten,
neutrophile, eosinophile und basophile Granulozyten, natiirliche Killerzellen (NK-Zellen) und
dendritische Zellen (Jungi, 2000), die die Pathogene nicht anhand spezifischer Epitope
erkennen, sondern anhand pathogen-assoziierter Molekiile z.B. durch die toll-like-
Rezeptorfamilie (Saalmiiller, 2006). Die humoralen Vermittler des angeborenen
Immunsystems sind das Komplementsystem und verschiedene Zytokine und Chemokine, die
von den =zelluldiren Vermittlern abgesondert werden, um vielfiltige Prozesse der
Immunabwehr zu induzieren. Sie und die antigenprisentierenden Zellen stellen zusitzlich die
Verbindung zur adaptiven Immunabwehr dar (Janeway und Travers, 2002).

Adaptive Immunabwehr

Die adaptive Immunabwehr zeichnet sich im Vergleich zur angeborenen Immunabwehr durch
thre Anpassungsfahigkeit gegeniiber neuen Erregern aus und ist somit in der Lage gezielter
die Invasion von Krankheitserregern zu verhindern. Es werden hierbei die T-Zell-vermittelte
und die humorale, durch B-Zellen bewerkstelligte Immunantwort unterschieden, wobei ihre
Entwicklung und Wirkung stark ineinander verzahnt sind.

Bei der T-Zell-vermittelten Immunantwort treffen native T-Zellen des lokalen Lymphgewebes
auf die dorthin wandernden antigenprisentierenden Zellen, die den jeweiligen
Krankheitserreger am Infektionsort aufgenommen haben und ihn in Verbindung mit eigenen
Oberflachenmolekiilen der T-Zelle prisentieren. Durch die Aktivierung der nativen T-Zellen
synthetisieren und sezernieren diese Zytokine, welche die Proliferation und weitere
Differenzierung von Zellen des Immunsystems anregen (Janeway und Travers, 2002).
Zytokine bewirken die Rekrutierung und Aktivierung von Entziindungszellen, z.B.
Makrophagen, und stellen somit die Verbindung zwischen der angeborenen und adaptiven
Immunabwehr dar.

21



Literatur

Die T-Zellen unterteilen sich in zwei Subpopulationen:

a. zytotoxische T-Zellen
b. T-Helferzellen

Falls Korperzellen von Viren oder intrazelluldren Bakterien infiziert werden, ist es den Zellen
moglich, endogene Proteine der Pathogene mittels MHC I-Oberflachenmolekiilen auf der
Zelloberfldache zu prisentieren. Die zytotoxischen T-Zellen erkennen durch die Bindung ihres
T-Zell-Rezeptors an ein Proteinantigen-préasentierendes MHC I-Molekiil die infizierten Zellen
(Saalmiiller, 2006). Sie sind in der Lage, infizierte Zielzellen zu lysieren, indem sie
membrangebundene Granula freisetzen, die Perforine, Serinesterasen und Proteoglykane
enthalten. Die zytotoxische T-Zelle bleibt dabei unbeschédigt.

Die T-Helferzellen werden dagegen iiber antigenprisentierende Zellen (APZ) aktiviert. Die
Antigene werden von den APZ via Endozytose aufgenommen und endosomal in Peptide
abgebaut. Die Peptidfragmente werden iiber MHC II-Molekiile auf der Oberfliche der Zelle
prasentiert und mittels des T-Zell-Rezeptors der T-Helferzellen erkannt. Diese lassen sich
weiter einteilen in die Tyl-Zellen und die Ty2-Zellen. Die aktivierten Ty1-Zellen sezernieren
Interferon y (IFNy) und Interleukin 2 (IL2), sie vermitteln Entziindungsreaktionen (Delayed
Type Hypersensitivity) und unterstiitzen dariiber hinaus die Aktivitdt der zytotoxischen T-
Zellen und die IgG2a-Antwort (Bianchi und van der Heijden, 1994). Die Ty2-Zellen
beeinflussen die humorale Immunabwehr. Durch die Sekretion der Zytokine 1L4, ILS, IL10
und TGFp (engl. transforming growth factor ) bewirken sie die Aktivierung der B-Zellen
und die Antikorperherstellung, v.a. die von IgE und IgA (Bianchi und van der Heijden, 1994;
Saalmiiller, 20006).

Eine andere Gruppe der T-Zellen stellen die T-Suppressor-Zellen dar, welche die
Immunantwort unterdriicken. Es ist noch nicht vollstindig geklért, ob sie einer der anderen T-
Zellgruppen angehdren und nur unter bestimmten Bedingungen ihre suppressive Wirkung
entfalten oder ob sie eine eigenstindige Zellpopulation darstellen.

Makrophagen- Abbildung 5: Allgemeine
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Die humorale Immunabwehr wird von B-Zellen und den von ihnen abstammenden
Plasmazellen, die Antikdrper sezernieren, vermittelt. Diese Antikorper dienen der
Neutralisierung extrazelluldrer Pathogene und ihrer Antigene (Jungi, 2000). B-Zellen
erkennen, im Gegensatz zu T-Zellen, Antigene in ungebundener Form mittels ihres
membranstindigen B-Zell-Rezeptors. Fiir die Entwicklung zu Antikorper-sezernierenden
Plasmazellen benétigen sie zusitzlich den Stimulus von aktivierten Ty2-Zellen (Saalmiiller,
2006). Dabei wird das Antigen, das am B-Zell-Rezeptor gebunden ist, in das Zellinnere der
B-Zelle aufgenommen, verarbeitet und zusammen mit dem MHC II-Molekiil auf der
Oberfliche prasentiert. Dieser Antigen-MHC II-Komplex verbindet sich mit dem T-Zell-
Rezeptor der Ty2-Zellen und bewirkt deren Zytokinausschiittung, die die klonale Expansion
der B-Zellen und ihre Differenzierung zu Plasmazellen zur Folge hat. T-Zellen stimulieren
durch sezernierte Zytokine zudem den Antikorper-Isotypenwechsel von IgM zu IgG, IgA und
IgE, der durch die V(D)J-Rekombination zustande kommt. Diese neuen Immunglobuline
zeichnen sich durch spezifische Effektorfunktionen aus (Janeway und Travers, 2002).
AuBlerdem wird die Weiterdifferenzierung zu Gedéchtnis-B-Zellen, die beim néchsten
Kontakt mit demselben Antigen eine schnellere B-Zellantwort ermoglichen, durch Zytokine
der T-Zellen angeregt. Lediglich sich wiederholende Polysaccharide, die an Oberfldchen von
Bakterien zu finden sind, konnen eine B-Zellaktivierung ohne zusitzliche Stimulierung durch
T-Zellen hervorrufen. Ein Klassenwechsel und auch die Bildung von Gedichtniszellen
bleiben dabei jedoch aus (Janeway und Travers, 2002).

2.4.2 Differenzierungsantigene der Lymphozyten beim Schwein

Viele Korperzellen exprimieren immunphinotypische Oberflichenproteine, die mittels
Antikorper identifiziert werden konnen. Es handelt sich dabei um membrangebundene
Glykoproteine, die verschiedenste Funktionen tibernehmen, wie beispielsweise Rezeptor- und
Signalfunktionen sowie Funktionen bei der Zell-Zell-Interaktion/Adhésion.

Mit Hilfe dieser Oberflichenmarker konnte eine CD-Nomenklatur (cluster of differentiation)
erstellt werden, in der die Marker fortlaufend CD1, CD2 etc. genannt werden. Zuerst wurden
nur Antikorper, die spezifisch an einem bestimmten Zellmolekiil binden, als CD bezeichnet.
Mittlerweile wird diese Bezeichnung auch fiir die Oberflichenmolekiile, die durch diese
Antikorper erkannt werden, genutzt. Aufgrund ihrer Oberflichenstruktur konnen auch die
Immunzellen genauer klassifiziert werden. Alle T-Zellen tragen CD3 als spezifischen
Zellmarker. Zytotoxische T-Zellen tragen aulerdem CDS8- und die T-Helferzellen CD4-
Molekiile. Das Schwein weist dariiber hinaus speziesspezifisch auf aktivierten T-Helferzellen
sowohl CD4- als auch CDS8-Molekiile auf. Zwar verfiigen diese Zellen iiber weitere
Oberflichenmolekiile, trotzdem werden sie meist mit diesen klassifiziert.

In dieser Arbeit wurde anhand der Untersuchung von Differenzierungsantigenen die
Verhiltnisse verschiedener Immunzellen bestimmt. Die genutzten Differenzierungsantigene
und die so markierten Immunzellen sind in der Tabelle 5 zusammengefasst.
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Tabelle S: In dieser Arbeit eingesetzte Differenzierungsantigene

.Clustel.’ Of Detektion Bekannte Funktion Antikorper Referenz
Differentiation
Porcine T-Helfer- Bi MHC II-
CD4 Oretie TEeHer indung an MHC 74-12-4  Pescovitz et al. (1994)
Lymphozyten Molekiile
Porcine T-
Lymphozyten ..
CD5 . . - b53b7 Saalmiiller et al. (1994)
(geringer Anteil der B-
Lymphozyten)
Porcine zytotoxische
T-Zellen, aktivierte T-  Bindung an MHC I- Saalmiiller und Bryant
11/2
(B0 Helferzellen, NK- Molekiile /295133 (1994)
Zellen
Rezeptor fiir
Reife B-Zellen und Komplement- Blanc.hl und van der
¢h21 follikulire dendritische  ~omponente €3d B-ly4 Heijden (1994),
Human Zellen (CR2), ein y Denham et al. (1994,
Corezeptor fiir B- 1998)
Zellen
aktivierte
Lunney und Pescovitz
Makrophagen und Bindung an T-
MSA 1 B .
HALE(C N B-Zellen, NK-Zellen, Helferzellen e (B SEe e i

zum Teil auf T-Zellen (1998)

2.4.3 Besonderheiten des porcinen Immunsystems

Beim Schwein bestehen sowohl anatomische als auch zelluldre speziesspezifische
Unterschiede zu anderen Tierarten.

Eine anatomische Besonderheit stellt der reverse Aufbau der Lymphknoten dar. Der
Schweinelymphknoten zeichnet sich, im Gegensatz zu den Lymphknoten anderer
Haussdugetiere, durch ein peripheres Markgewebe und ein zentrales kortikales Gewebe aus
(Ko6nig und Liebich, 2005). Aufgrund dieses Aufbaus erreichen Immunzellen iiber afferente
Lymphbahnen den Hilus des Lymphknotens und werden iiber seine Peripherie direkt in das
Blut transportiert (Pabst, 1987).

Auch auf zelluldrer Ebene zeigen sich Unterschiede zwischen Schweinen und anderen
Spezies. Die T-Zellen konnen allgemein anhand ihres T-Zell-Rezeptors (TCR) in TCRyo-
Zellen und TCRof-Zellen unterteilt werden. Die TCRyd-Zellen nehmen, wie bei anderen
Klauentieren, beim jungen Schwein den grofiten Anteil im peripheren Blut ein (Yang und
Parkhouse, 1996), jedoch sinkt dieser deutlich mit zunehmendem Alter (Gerner et al., 2008).
Die TCRap-Zellen unterteilen sich in 4 Untergruppen: CD4 CD8a" (zytotoxische T-Zellen),
CD4'CD8a” (T-Helferzellen), CD4"CDS8o" (Gedichtnis-T-Helferzellen), und eine kleine
Fraktion CD4CD8a (unklare Funktion beim Schwein, evtl. Suppressor-Zellen bzw.
zytotoxische Zellen) (Gerner et al., 2008). CD4"CD8"-T-Zellen stellen eine Besonderheit des
Schweines dar und wurden schon in den spiten 80er Jahren beschrieben (Saalmiiller et al.,
1987; Saalmiiller et al., 1989). Diese Zellen sind Gedichtnis-T-Zellen, die nach erneutem
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Antigenkontakt IL2 sezernieren und damit die B-Zellreifung und Antikorperbildung fordern.
Diese Zellen sind beim jungen Ferkel in geringer Zahl anzutreffen, welche mit dem Alter
zunimmt (Pescovitz et al., 1994; Gerner et al., 2008). Sie entwickeln sich aus ruhenden
CD4'CDS8 -T-Helferzellen, die nach Aktivierung zu CD4*CD8*-Zellen reifen.

Auf der Oberfliache von B-Zellen, die eine hohe Antigen-Dichte besitzen, von Makrophagen,
NK-Zellen und einem Teil der T-Zellen findet man MHC II-Molekiile (Lunney und
Pescovitz, 1987). Beim Schwein sind MHC II-Molekiile, anders als beim Menschen, auch auf
ruhenden Lymphozyten zu finden. Anscheinend gibt es beim Schwein, dhnlich wie beim
Pferd, mit dem Alter eine Zunahme der MHC II'-Zellen. Das MHC II-Molekiil ist auf
CD4"CD80"-T-Zellen und auf einem Teil der CD4 CD8a’-T-Zellen exprimiert, CD4"CD8 -
T-Zellen sind dagegen immer MHC Il-negativ. Die Ausprigung von MHCII hingt
wahrscheinlich vom Aktivierungsgrad oder von der ,,Gedédchtnisfunktion* ab, sodass nach
einer Stimulation auch die T-Helferzellen MHC Il-positiv werden (Gerner et al., 2008).
Bisher ist noch unklar, ob MHC II auf den T-Zellen zusitzlich der Antigenprisentation dient
(Gerner et al., 2008).

2.4.4 Immunsystem des Darms beim Schwein

Der Darm besitzt ein besonderes lokales Immunsystem, welches einerseits die Aufnahme von
Nihrstoffen ohne immunologische Reaktionen, andererseits die Abwehr pathogener Antigene
gewihrleisten muss. Hier finden sich verschiedene immunologische Strukturen (siehe
Abbildung 6).

1. Peyersche Platten (PP): Es handelt sich dabei um Aggregate von Lymphfollikeln, die von
spezialisiertem Lymphepithel iiberlagert sind. Man unterscheidet zwei Typen, die jejunalen
und die ilealen Peyerschen Platten. Die ilealen Peyerschen Platten (iPP) sind im Vergleich zu
den jejunalen Peyerschen Platten (JPP) deutlich groer und ldnger. Beide Typen weisen ein
sehr starkes Wachstum zur Zeit des Absetzens auf, wobei die GroBBenentwicklung stark vom
Alter und vom Mal} der Pathogen-Exposition abhéngt (Stokes et al., 1994). Funktionell ist in
den iPP weniger Lymphozytenmigration zu beobachten und es gibt weniger interfollikulédre
Bereiche, sodass hier zehnmal mehr B-Zellen als T-Zellen zu finden sind. Die jPP weisen
ungefihr zu gleichen Teilen B-und T-Zellen auf (Rothkétter et al., 1988).

2. Follikel-assoziiertes Epithel: Die PP sind vom Rest des Darmes durch eine Einzelschicht
niedrigen, sdulenartigen Epithels abgetrennt. Dieses &dhnelt vom Aufbau den
Villusenterozyten. Ca. 20 bis 30 % der Zellen weisen Mikrofalten auf der luminalen
Oberfldache auf, was ithnen den Namen ,,M-Zellen“ einbrachte. Sie ,,sammeln* die Antigene
im Darm und leiten sie weiter zu den antigenprisentierenden Zellen (v.a. dendritische Zellen).
Diese prozessieren Proteine und prisentieren Peptide iiber Oberflachenmolekiile den T-Zellen
der interfollikuldren Region (Tsuzuki et al., 2006). Dariiber hinaus befinden sich im Epithel
Intraepitheliale Lymphozyten (IEL). Sie liegen zwischen den Enterozyten und sind auf der
einen Seite durch Tight Junctions vom Darmlumen und auf der anderen Seite durch die
Basalmembran von der Lamina propria abgetrennt. 90 % dieser IELs sind CD8"-T-Zellen.
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3. Lamina propria: Zum Zeitpunkt der Geburt liegen in der Lamina propria CD2*-T-Zellen
vor, die weder CD4" noch CD8" sind. Erst ab der ersten Lebenswoche nimmt die Anzahl der
CD4"-Zellen zu und leicht zeitverzogert steigt auch die Anzahl der CD8"-Zellen. Dabei
verteilen sich die CD4"-Zellen mehr im Kern der Villi wohingegen die CD8"-Zellen
vorrangig der Basalmembran aufliegend unter den Epithelzellen zu finden sind. Zwischen
CD4"- und CD8"-Zellen befinden sich dendritische Zellen. Nach der Induzierung der
Lymphozyten rezirkuliert ein groBer Teil von ihnen in der Lamina propria und durch die
Aktivierung der T-Zellen und ihrer Zytokinfreisetzung kommt es  zur
Plasmazelldifferenzierung der B-Lymphozyten (Thielke et al., 1999). Nur ein gewisser Anteil
wandert via intestinaler Lymphgefie in die Mesenteriallymphknoten und direkt weiter in das
periphere Blut (Bennell und Husband, 1981; Pabst, 1987).
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der immunologischen Strukturen der Darmwand
(modifiziert nach Altherr (2005))

2.4.5 Immunologische Prozesse beim Absetzen von Ferkeln

Die Entwicklung der Immunkompetenz ist unabdingbar fiir optimale Wachstums- und
Leistungsbedingungen, jedoch ist das intestinale Immunsystem des neugeborenen Ferkels zur
Zeit der Geburt nur wenig entwickelt und erreicht nicht den vollstindigen
Entwicklungszustand bis zum Absetzalter (Lalles et al., 2007). Die ersten beiden Tage nach
dem Absetzen stellen aufgrund der Umstellung auf Festfutter und des Stresses nach dem
Transport, neuer Gruppenbildung und damit einhergehender geringerer Futteraufnahme eine
besonders kritische Phase dar, die einen deutlichen Einfluss auf das Immunsystem hat
(McCracken et al., 1995). Insbesondere im Darm finden zahlreiche Verdnderungen statt. Dies
fiihrt zu einer Adaptation des Darmes, die sich in einer Verdnderung der T-
Zellsubpopulationen duflert. Die IEL-Populationen entwickeln sich mit steigendem Alter der
Ferkel (Vega-Lopez et al., 2001). Bei jungen Ferkeln nimmt mit dem Alter vor allem der
Anteil an TCRyo-Zellen zu. Erst spiter steigt auch die Anzahl der TCRaf3-Zellen an. Nach der
Geburt befinden sich im Darm zunichst sehr viele CD2*CD4 CD8-Zellen, woraus sich
zeitnah die CD4"-Zellen entwickeln. Die Anzahl der CD8"-Zellen nimmt nach der Geburt
langsam zu, macht schlielich aber beim adulten Schwein den gréten Anteil der dortigen T-
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Lymphozyten aus. Ungefihr 2 Tage nach dem Absetzen fillt ein massiver Anstieg von CD4"-
und von CD8"-Zellen auf (McCracken et al., 1999). Gleichzeitig findet nach dem Absetzen
eine zweiphasige Zytokinausschiittung im Darm statt. In der ersten Phase (ca. 2 Tage nach
dem Absetzen) kommt es zu einem Anstieg der mRNA-Expression von IL1f, IL6 und TNFa.
In der zweiten Phase (2.-8.Tag) sinkt die mRNA-Expression von IL1f und IL6 wieder, jedoch
bleibt TNFa weiterhin erhoht und stellt damit eine ldngerfristige Antwort auf das Absetzen
dar. TNFa steht dabei im Verdacht, durch Stimulierung der Chloridsekretion an der
Entstehung des Absetzdurchfalls beteiligt zu sein (Pie et al., 2004). Mit Ausnahme von IL1
wird die mRNA der Zytokine in verschiedenen Darmabschnitten unterschiedlich exprimiert,
was durch spezifische, lokale Stimulation durch Mikroorganismen begriindet ist. Die in den
verschiedenen Darmabschnitten vergleichbare IL1B-mRNA-Expression wird dagegen auf
Differenzierungs- bzw. Aktivierungsprozesse der Epithelzellen als Adaption auf
Veridnderungen infolge des Absetzens zuriickgefiihrt und weniger durch eine spezifische
bakterielle Stimulation begriindet (Pie et al., 2004). Neben der Auseinandersetzung mit
unbekannten Keimen der neuen Umgebung werden zwei grundsitzliche Hypothesen
diskutiert, welche die immunologischen Reaktionen im Kontext des Absetzens zu erkldren
versuchen. Die typischen immunologischen Effekte sind entweder Reaktionen auf neue
Futterantigene (v.a. Sojabestandteile) (Dreau und Lalles, 1999) oder werden durch mangelnde
Futteraufnahme und der daraus resultierenden geringeren intestinalen Stimulation verursacht
(McCracken et al., 1999). Durch diese mangelnde luminale Stimulation kommt es zur Passage
von Antigenen in die Lamina propria, die eine inflammatorische Immunantwort auslost
(McCracken et al., 1999). Unabhingig von der Art der Fiitterung ist in den ersten beiden
Tagen nach dem Absetzen ein Anstieg des Glukagons, eine Senkung der Glukose und ein
Anstieg von IL1, Fibrinogen und Akut-Phase-Proteinen im Plasma nachweisbar (McCracken
et al., 1995). Dabei hat die Sezernierung von IL1 und TNFa auch einen inhibierenden Effekt
auf die Futteraufnahme. Zudem bewirkt eine allgemein stimulierte Immunantwort einen
vermehrten Proteinkatabolismus, der zu einer Verringerung des Muskelaufbaus fiihren kann
(Thomke und Elwinger, 1998), sodass sich aus der immunologischen Situation nach dem
Absetzen zusitzlich Leistungseinbullen ergeben.

2.4.6 Einfluss der mittelkettigen Fettsiuren auf immunologische Parameter

Es liegen nur wenige Untersuchungen iiber einen direkten Einfluss von mittelkettigen
Fettsduren auf das Immunsystem vor. Bei Ratten, die via Sonde mkTg zugefiihrt bekamen,
zeigte sich nach einer LPS-Injektion im Ileum auf mRNA-Ebene ein signifikanter Anstieg
von IL6, das fiir die IgA-Sekretion mitverantwortlich ist. Eine erhohte IgA-Sekretion konnte
zusitzlich mit Western-Blot-Analysen nachgewiesen werden. Gleichzeitig wurden im Ileum
proinflammatorische Zytokine, wie TNFa, IL18, MIP2 (engl. macrophage inflammatory
protein 2) und MCPI1 (engl. monocyte chemoattractant protein 1) durch die mkFs auf mRNA-
Ebene herunterreguliert. Die Sekretion Ty2-stimulierender Zytokine (IL10) wurde durch
mkFs gefordert, wogegen die Sekretion Tyl-IgA-hemmender Zytokine (IFNy) durch sie
gesenkt wurde (Kono et al., 2004). Durch die verbesserte IgA-Sekretion und die Modulation
der Zytokinausschiittung nach LPS-Injektion kann den mkFs eine darmschiitzende
Eigenschaft zugesprochen werden (Kono et al., 2004). Dagegen konnte in Zellkulturen von
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Miuse-IEL durch Behandlung mit mkFs keine Senkung der IFNy-Sekretion festgestellt
werden, wie sie bei Behandlung mit langkettigen Fettsduren (lkFs) zu sehen ist. Ebenso
konnte mit mkFs keine Beeinflussung Mitogen-induzierter intestinaler
Lymphozytentransformation erreicht werden, die sich beim Einsatz von lkFs finden lisst. Es
besteht die Annahme, dass sich die lkFs, im Gegensatz zu den mkFs, in die Membran der
Immunzellen einbauen und dadurch deren Funktion beeinflussen (Hara et al., 2003). Die
mkFs zeigten bei Untersuchungen an isolierten humanen Monozyten eine Bindungsaffinitit
fiir den GPR84-Rezeptor, der in Monozyten nach LPS-Kontakt induziert wird (Wang et al.,
2006). Durch diese Kopplung der mkFs und dem dadurch induzierten Pertussistoxin-
sensitiven Gj,-Signalweg wird die LPS-stimulierte Produktion von proinflammatorischen
Zytokinen (IL12) erhoht. Uber das IL12 werden Tyl-Zellen gefordert, wogegen Ty2-Zellen
inhibiert werden. Daraus folgt, dass mkFs durch Eingriffe in die Signaltransduktion eine
Wirkung auf das Tyl/Ty2-Verhiltnis ausiiben konnten. Ob dieser Einfluss auch beim
Schwein vorliegt, ist unklar, da der GPR84-Rezeptor bisher erst bei der Maus und dem
Menschen nachgewiesen wurde (Wang et al., 2006). Diese Ergebnisse stehen im Widerspruch
zu den Ergebnissen von Kono et al. (2004), die eine Forderung der Ty2- und eine Hemmung
der Tyl-Zellen im Rattendarm feststellen konnten. Dies liegt eventuell an den verschiedenen
Untersuchungsmodellen (Darm und isolierte Zellen) oder an der Spezies (Mensch gegeniiber
der Ratte), was moglicherweise dafiir spricht, dass der GPR84-Rezeptor nicht in allen Spezies
vorhanden ist oder mit anderen Wirkungen zu rechnen ist.

Weitere Einfliisse der mkFs auf das Immunsystem werden meist im Zusammenhang mit dem
Einsatz in der parenteralen Erndhrung untersucht, wobei der Vergleich zum Einsatz von 1kTg
im Vordergrund steht. Grundsétzlich werden bei der parenteralen Erndhrung die mkTg immer
nur in Kombination mit 1kTg, meist als 50:50-Mischung, eingesetzt, sodass ihre individuelle
Wirkung nur bedingt beurteilt werden kann. Die Nutzung dieser 1kTg-mkTg-Mischung
bewirkt gegeniiber der ausschlieflichen Gabe von 1kTg eine signifikant hohere
Blutlymphozytenzahl, eine hohere Ketogenese und eine hohere Fettnutzung, was zu einer
geringeren Kohlenhydratoxidation fiihrt. Dariiber hinaus haben die mkFs eine geringere
Tendenz, sich im Gewebe einzulagern (Lai und Chen, 2000). Allgemein hat die parenterale
Erndhrung, sowohl der 1kTg-mkTg-Mischung als auch der reinen 1kTg, eine Senkung von
TNFa und IL1pB, d.h. proinflammatorischer Zytokine zur Folge (Reimund et al., 2004). Die
Konzentrationen der mkFs sind bei der parenteralen Erndhrung im Blut um ein Vielfaches
hoher als dies durch die Absorption aus dem Futter zu erwarten ist. Aus diesem Grund und
aufgrund der direkten Metabolisierung nach der Absorption aus dem Darm, wodurch nur
geringe Konzentrationen der mkFs die periphere Zirkulation erreichen, ist mit solchen
Effekten bei der Fiitterung der mkFs nicht zu rechnen.

Moglicherweise sind immunologische Effekte jedoch eher sekundér durch die Beeinflussung
der Bakterienkonzentration im Darm beim Einsatz von mkFs als Futterzusatz bedingt. Dieser
Zusammenhang zwischen Bakterienkonzentration und Immunsystem des Darms wurde schon
bei keimfrei gehaltenen Ferkeln an einer diinneren Lamina propria und einer konstant
geringeren Anzahl an IEL deutlich (Coates, 1980).
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2.5 Fragestellung dieser Arbeit

Aufgrund des Verbotes antibakterieller Leistungsforderer wird nach neuen Moglichkeiten
gesucht, die Probleme der Absetzphase bei Ferkeln zu vermindern. Die antibakterielle
Wirkung der mkFs wurde in zahlreichen in vitro-Untersuchungen nachgewiesen. Aufgrund
dessen wird ihr Einsatz in der Ferkelfiitterung diskutiert. Uber ihre in vivo-Wirkung ist jedoch
bisher noch sehr wenig bekannt, sodass es weiterer Untersuchungen bedarf.

Ziel dieser Arbeit war es daher, die Effekte der mittelkettigen Fettsduren Caprylsdure (C8:0)
und Caprinsédure (C10:0) im Ferkelaufzuchtfutter auf verdauungsphysiologische Parameter,
das mikrobielle Magen-Darmmilieu und einige immunologische Parameter der Ferkel
genauer zu untersuchen. Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Untersuchung war, inwieweit
ein Coating der mkFs mit einem verdnderten Absorptionsverhalten verbunden ist und welchen
Einfluss dieses auf Wirkungsart und Wirkungsort der mkFs hat.

Fiir die Untersuchung wurden Produkte genutzt, in denen mkFs entweder in freier oder in
gecoateter Form vorlagen.

Folgende Fragestellungen dienten als Grundlage fiir die Untersuchungen:

e Hat der Einsatz einer Mischung mkFs in der Ferkelfiitterung einen Einfluss auf
verdauungsphysiologische Faktoren?

e In welcher Ausprigung duBlert sich die antibakterielle Wirkung der eingesetzten
mkFs?

e Kann durch die verwendete Art des Coatings die schnelle Absorption der mkFs
verhindert werden? Hat dies einen Einfluss auf ihre Wirksamkeit und ihren
Wirkungsort?

e Kann durch den Einsatz von mkFs in der Ferkelfiitterung eine Beeinflussung
immunologischer Parameter erreicht werden?
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3. Material und Methoden

3.1 Versuchstiere

Fiir die Untersuchung wurden insgesamt 36 abgesetzte kastrierte Ferkel (EUROC x Pietrain)
(Schweinezucht Uckermark, 16278 Kerkow) eingesetzt.

Die Durchfiihrung erfolgte in zwei aufeinander folgenden Versuchsreihen. In jeder
Versuchsreihe wurden 18 Ferkel gleichmifBig auf drei Gruppen (Kontrollgruppe A,
Versuchsgruppe B und Versuchsgruppe C) verteilt.

3.2 Haltung

Die Haltung erfolgte in einem Stallraum mit mehreren Flatdeckabteilen (Vollspaltenboden
ohne Einstreu). In beiden Versuchsgruppen wurden alle 6 Ferkel in einem Abteil
zusammengehalten, wogegen die Kontrollgruppe, aufgrund des mangelnden rdumlichen
Angebots, zusitzlich in zwei Gruppen 4 3 Ferkel aufgeteilt wurde. Beim Einstallen betrug die
Raumtemperatur 28 °C und wurde anschlieBend stufenweise auf 22 °C abgesenkt. Die
Luftfeuchte betrug 65 % und ein Lichtprogramm gewihrleistete eine 16stiindige Licht- und
eine &stiindige Dunkelphase. Den Tieren stand zu jeder Zeit frisches Wasser in Form von
Nippeltrinken und Wassertrogen zur Verfiigung. Die Fiitterung erfolgte ad [libitum {ber
Metallbreifutterautomaten (B-Breifutterautomat, Siepmann GmbH, Deutschland). Es wurden
Plastikbille als Spielzeug angeboten.

3.3 Versuchsfutter und Fiitterung

Als Basisfutter wurde ein Alleinfuttermittel fiir Ferkel (Ferkelaufzuchtfutter I der Firma
Fugema GmbH&Co.KG, Malchin, Deutschland) verwendet (Tabellen 6 und 7). Der
Versuchsfuttermischung der Gruppe B wurde 0,3 % eines Produkts, welches Caprylsidure
(C8:0) und Caprinsdure (C10:0) in ungecoateter Form enthielt, zugesetzt. Fiir die
Versuchsfuttermischung der Gruppe C wurde dem Ferkelaufzuchtfutter 0,255 % eines
Produkts, das diese Fettsduren in gecoateter Form enthielt, hinzugefiigt (siche Tabelle 8, 9
und 10). Gecoatet wurden die mkFs mit pflanzlichem Fettmaterial. Da in beiden Produkten
nicht derselbe Gehalt der beiden Fettsiduren vorlag, wurde die Zulage des Produkts mit den
gecoateten mkFs anhand der Summe beider Fettsduren an die vorgegebene Zugabe des
Produkts mit freien mkFs angepasst. Daraus begriindet sich der Einsatz von 0,255 % des
Produkts mit den gecoateten mkFs. Als Placebo wurde dem Kontrollfutter 0,3 %
Siliziumdioxid hinzugefiigt, da die Fettsduren in den anderen Zusitzen an Siliziumdioxid als
Trigerstoff gebunden waren. Allen drei Mischungen wurde auflerdem 0,3 % Chromoxid
(Chromium(IIl)oxide (50um, > 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.

30



Material und Methoden

2 Durchginge
je 6 Tiere pro Gruppe

/Kontr
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Ferkelaufzuchtfutter I

0,3 % 0,3 % 0,255 %
Siliziumdioxid Produkt mit Produkt mit
(Placebo) freien mkFs gecoateten mkFs

Abbildung 7: Versuchs- und Fiitterungsdesign des vorliegenden Versuchs

Tabelle 6: Futterzusammensetzung der drei Fiitterungsgruppen

Gruppe
A B C
Futtermittel %
Gerste 36,8 36,8 36,8
Weizen 29,8 29,8 29,8
Sojabohnen, dampferhitzt 15,9 15,9 15,9
Molkenfett 8,90 8,90 8,90
Kartoffeleiweil3 2,98 2,98 2,98
Pramix* 2,88 2,88 2,88
Kalziumkarbonat 0,99 0,99 0,99
Monokalziumphosphat 0,63 0,63 0,63
Sojadl 0,25 0,25 0,25
Natriumchlorid 0,21 0,21 0,21
Chromoxid 0,30 0,30 0,30
Siliziumdioxid 0,30
Produkt mit freien mkFs 0 0.30 0

(enthilt ca. 30 % Siliziumdioxid)
Produkt mit gecoateten
mkFs 0 0 0,255
(enthilt ca. 37 % Siliziumdioxid)

*Zusatzstoffe je kg Futtermittel: 20000 L.E. Vit. A; 3268 L.E. Vit. D3; Butylhydroxytoluol, Butylhydroxyanisol;
666 FYT 6-Phytase, 21mg Kupfer aus Kupfer-II -sulfat Pentahydrat; 0,5 mg Selen; L-Lysin-Konzentrat, fliissig;
DL-Methionin-Natrium-Konzentrat, fliissig; DL-Methionin; L-Threonin; DL-Tryptophan - keine Aromastoffe,
Sauren, Probiotika, keine kohlenhydratspaltenden Enzyme

31



Material und Methoden

Tabelle 7: Rohnihrstoff-, Mineralstoft- und Spurenelementgehalte und
Sédurebindungskapazitit der eingesetzten Futtermittel
(entsprechend der Empfehlungen der VDLUFA analysiert, nach Naumann und Bassler (2004))
Gruppe
A B C
Trockensubstanz g/kg uS 915 914 913
Rohasche g/kg TS 54,8 54,2 54,2
Rohprotein g/kg TS 181 181 174
Rohfett g/kg TS 54,2 54,2 56,1
Rohfaser g/kg TS 51,5 48,0 46,9
N-freie Extraktstoffe g/kg TS 659 663 669
Kalzium g/kg TS 7,39 6,72 6,31
Phosphor g/kg TS 4,84 5,06 5,56
Natrium g/kg TS 2,62 2,07 2,15
Eisen mg/kg TS 350 290 293
Magnesium g/kg TS 1,65 1,57 1,61
Kalium g/kg TS 7,41 7,03 7,03
Zink mg/kg TS 150 111 117
Kupfer mg/kg TS 17,1 20,4 18,2
Saurebindungskapazitit mEq/kg 460 490 500
ME kJ/kg uS 13,9 13,9 13,9
TS = Trockensubstanz, uS = urspriingliche Substanz, mEq = Milliequivalent
Tabelle 8: Inhaltsstoffe der zugesetzten Produkte
(Angaben der Hersteller)
% des Gesamtprodukts
Inhaltsstoffe Produkt mit freien mkFs Produkt mit gecoateten mkFs
mkFs (C8:0+C10:0) 50,0 50,8
Siliziumdioxid 30,0 37,0
Aromastoffe 20,0 -

Sonstiges pflanzliches 122
Fettmaterial ’

C8:0 = Caprylsdure, C10:0 = Caprinsdure
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Tabelle 9: Analysierter Gehalt (% der Gesamtfettsduren) mittel- und langkettiger Fettsduren

der drei Futtermischungen
(gemessen vom Labor: LOVAP NV, Geel, Belgien)

Gruppe
A B C
Fettsiduren % der Gesamtfettsduren
C8:0 0,70 1,60 1,60
C10:0 0,80 2,10 1,70
C12:0 11,1 10,9 10,9
C14:0 3,80 3,60 3,70
C16:0 12,2 12,1 12,3
Clé6:1 0,10 0,10 0,10
C17:0 0,10 0,10 0,10
C18:0 8,90 8,50 8,80
C18:1 18,4 17,9 17,9
C18:2 36,6 36,1 35,8
C18:3 6,20 6,00 6,00
C20:0 0,30 0,30 0,30
C20:1 0,30 0,30 0,30
C22:0 0,20 0,20 0,20
C22:1 0,10 0,10 0,10
C24:0 0,10 0,10 0,10
undefinierter Rest 0,10 0,00 0,10

Tabelle 10: Capryl- und Caprinsdure-Konzentrationen (g/kg Futter (uS)) in den

Futtermischungen der drei Fiitterungsgruppen
(gemessen vom Labor: LOVAP NV, Geel, Belgien)

Gruppe
A B C
Caprylsédure 0,347 0,792 0,820
Caprinsédure 0,397 1,04 0,871

3.4 Versuchsdurchfiihrung

Unmittelbar nach dem Einstallen wurden die Tiere gewogen und nach der Blutentnahme in
drei Gruppen aufgeteilt. Die Gruppeneinteilung erfolgte unter Beriicksichtigung der
Lebendmasse, sodass in jeder Gruppe die verschiedenen Lebendmassen gleichméBig
reprasentiert waren. Die drei Gruppen wurden ad libitum gefiittert und die Futteraufnahme
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pro Bucht tédglich protokolliert. Alle 2 bis 3 Tage erfolgte eine Gesundheitsbewertung
(Bewertungsschema s. Anhang Tab. 48) und einmal pro Woche wurden alle Ferkel gewogen.
Die Fiitterungsphase erstreckte sich iiber 25 bis 27 Tage. Am 26., 27. und 28. Versuchstag
wurden je 2 Ferkel jeder Gruppe getotet.

Vor dem Totungstag wurde den Ferkeln ab 17 Uhr das Futter entzogen. Die morgendliche
Fiitterung am To6tungstag wurde so organisiert, dass die Zeitspanne vom Zugang zum Futter
bis zum Toten fiir jedes Ferkel ca. 3 Stunden betrug. Damit sollte sowohl eine moglichst
starke Fiillung des Gastrointestinaltrakts als auch die Vergleichbarkeit der Digesta-Parameter
zwischen den Gruppen und Tieren erreicht werden.

3.5 Sektionsgang und Probengewinnung

Die Ferkel wurden am Totungstag mit Ketaminhydrochlorid (Ursotamin®, 10 %ig;
Serumwerk Bernburg Ag, Deutschland) und Azaperon (Stresni1®, Jansen-Cilag, Neuss,
Deutschland) intravends (0,2 ml/ 0,1 ml pro kg KM) sediert, sodass ihnen schmerzfrei Blut
aus dem Herzen entnommen werden konnte. Darauf erfolgte die Totung durch die
intrakardiale Gabe eines Kombinationspriparates bestehend aus Tetracainhydrochlorid,
Mebezoniumiodid und Embutramid (T61®, Intervet, Deutschland). Anschlieend wurde der
Bauchraum durch einen Schnitt in der Linea alba eroffnet und der Magen und der gesamte
Dinndarm entnommen. Das Jejunum wurde vollstindig méanderformig auf dem
Sektionstisch ausgebreitet und in drei Drittel aufgeteilt. Aus dem Magen, den drei
Jejunumdritteln, dem Ileum, dem Caecum und dem Colon wurde Digesta in 50-ml-R6hrchen
abgefiillt, homogenisiert und danach weiter in 2-ml-GefiBle abgefiillt. Aus dem im
Bauchraum  verbliebenen  Gekrose  wurden die  Mesenteriallymphknoten  des
Versorgungsbereiches des mittleren Jejunums entnommen. In der 2. Versuchsreihe wurde
jedem Ferkel zusitzlich eine 2 x 4 cm grof3e Probe aus der Mitte des Ileums entnommen und
kryokonserviert.

' Magen

Mesenteriallymphlknoten

Abbildung 8: Einteilung der Darmabschnitte zur Probenentnahme
Modifizierte schematische Darstellung des Schweinedarms, nach Konig und Liebich (2005)
D1 = proximales Jejunum, D2 = mittleres Jejunum, D3 = distales Jejunum
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3.6 Futtermitteluntersuchung

Die Rohnihrstoffgehalte der Futtermischungen wurden nach den Vorschriften der Weender-
Analyse (Naumann und Bassler, 2004) ermittelt. Die Ergebnisse dieser Analysen sind in der
Tabelle 7 dargestellt, die verwendeten Gerite in Tabelle 11 ndher bezeichnet.

3.6.1 Rohnihrstoffe (Weender-Analyse)

Trockensubstanz (TS)

Zur Bestimmung der TS wurde das Probenmaterial in Porzellantiegel eingewogen und im
Trockenschrank bei 105 °C bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Nach Abkiihlung im
Exsikkator auf Zimmertemperatur wurden die Proben erneut gewogen und der TS-Gehalt
errechnet, der in Prozent der urspriinglichen Substanz (uS) angegeben wurde.

Rohasche (Ra)

Die Ermittlung der Rohasche schloss sich an die TS-Bestimmung an. Dafiir wurden die
Proben 9 Stunden im Muffelofen bei 600 °C verascht und nach dem Abkiihlen im Exsikkator
gewogen.

Rohprotein (Rp)

Die Rohproteinbestimmung erfolgte iiber die Messung des Stickstoffgehaltes der Probe, der
mit Hilfe eines Makro-Elementaranalysators gemessen wurde.

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. Es erfolgte eine Extraktion des Fettes fiir 6 Stunden mit Petrolether nach Soxhlet,
woran sich eine Trocknung bei 80 °C im Trockenschrank fiir 1 Stunde 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 mit Hilfe eines Rohfaser-Analysators. Dabei
wurden die Proben in 1,25 %iger Schwefelsidure gekocht, nach dem Absaugen der fliissigen
Phase 1,25 %ige Natronlauge hinzugefiigt und danach mit heilem destilliertem Wasser
gespiilt. Nach der Entnahme der Glasfiltertiegel aus dem Analysator wurden sie 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 Glasfiltertiegel.

3.6.2 Mineralstoffe und Spurenelemente

Probenvorbereitung

Nach der Veraschung der Futterproben wurden diese mit 6 ml Salzsidure (37-38 %ig) und
20 ml destilliertem Wasser versetzt. Darauthin wurden die Proben fiir 50 Minuten bei 250 °C
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im Sandbad erhitzt. Nach der Filtrierung durch einen Faltenfilter wurden die Proben mit
destilliertem Wasser auf 50 ml aufgefiillt und konnten so bis zur Messung aufbewahrt werden.

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

Der Gehalt an Kalzium, Natrium, Magnesium, Kalium, Kupfer, Zink und Eisen in der
Ascheldsung wurde mittels Atomabsorptionsspektrometrie (AAS) bestimmt. Die erhobenen
Mineralstoffgehalte sind in der Tabelle 7 zusammengefasst.

Phosphor

Fiir die Bestimmung des Phosphorgehalts im Futter wurden 500 ul der Aschelosung mit 5 ml
einer Losung aus Salpetersdure (134 ml, w=65%) und den P-Komplexbildnern
Ammoniumvanadat (200 ml) und Ammoniummolybdat (200 ml) versetzt und anschlieBend
mit destilliertem Wasser auf 20 ml aufgefiillt. Der in der Probe enthaltene Phosphor reagierte
in dem salpetersauren Milieu zu einem gelben Farbkomplex, dessen Extinktion photometrisch
bei einer Wellenlidnge von 436 nm gemessen wurde. Anhand einer Eichkurve konnte dann der
Phosphorgehalt bestimmt werden.

Die erhobenen P-Gehalte sind in der Tabelle 7 zusammengefasst.

3.6.3 Siaurebindungskapazitit

Fiir die Bestimmung der Sdurebindungskapazitidt wurden 10 g der jeweiligen Futtermischung
mit 90 ml Aqua dest. vermengt. Nachdem der pH-Wert der Suspension bestimmt worden war,
wurde durch die Zugabe einer 1 N Salzsdure der pH-Wert 3 eingestellt. Die dazu benétigte
Menge (ml) der Salzsdure wurde mit 100 multipliziert und die so errechnete
Saurebindungskapazitit als Milliequivalente (mEq) pro kg angegeben.

Die Sdurebindungskapazitit der verschiedenen Futtermischungen ist in Tabelle 7 angegeben.

3.6.4 Fettsiduren

Die Fettsduregehalte der Futtermischungen wurden von dem externen Labor LOVAP NV
(Geel, Belgien) ermittelt. Die Ergebnisse dieser Analysen sind in der Tabelle 9
zusammengefasst.
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Tabelle 11: Fiir die Futteruntersuchungen eingesetzte Gerite und Chemikalien

Bezeichnung Hersteller Ort, Staat
At b ti kt ter:
OMmEAbsorp 101.1$spe rometet Analytik Jena GmbH Jena, Deutschland
vario 6
A iumh 1 -
mmoniumheptamolybdat Carl Roth GmbH&Co.KG Karlsruhe, Deutschland
Tetrahydrat

Ammoniummonovanadat
Analysewaage: Typ Genius
Exsikkator: Typ Novus NS 24/29
Heraeus® Trockenschrank T5042
Makro-Elemetaranalysator:
vario max CN
Muffelofen: Heraeus®Thermicon®P
Natronlauge
Petroleumbenzin, reinst.
Photometer: Ultraspec 2000
Rohfaser-Analysator:
Ankom™Fibre Analyser
Salpetersdure (65 %)
Salzsdure (37-38 %)
Schwefelsdure (95-97 %)

Merck, KGaA

Sartorius AG

Schott/Duran
Heraeus electronic

Elementar Analysesystem GmbH

Thermo Scientific
Carl Roth GmbH&Co.KG
Merck, KGaA
Pharmacia Biotech

Ankom Technology

Merck, KGaA
J.T.Baker
J.T.Baker

Darmstadt, Deutschland
Gottingen, Deutschland
Mainz, Deutschland
Hanau, Deutschland

Hanau, Deutschland

Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland

Darmstadt, Deutschland
Freiburg, Deutschland

Macedon, USA

Darmstadt, Deutschland
Griesheim, Deutschland
Griesheim, Deutschland

3.7 Leistungsparameter

3.7.1 Beurteilung des Gesundheitszustandes

Der Gesundheitszustand der einzelnen Ferkel wurde jeden zweiten bis dritten Tag anhand
eines Bewertungssystems tiberpriift. Die zugrunde liegenden Bewertungskriterien sind in der
Tabelle 48 (s. Anhang) aufgelistet.

3.7.2 Lebendmasseentwicklung und Lebendmassezunahme

Jedes Ferkel wurde beim Einstallen, wihrend der Versuchszeit einmal pro Woche und am Tag
vor der Totung gewogen (DE Plattformwaage 36K10N, Kern & Sohn GmbH, Balingen,
Deutschland). Die Lebendmassezunahme wurde rechnerisch mit Hilfe der Lebendmassedaten
ermittelt.

3.7.3 Futteraufnahme und Futteraufwand

Die Ermittlung des Futterverzehrs pro Bucht erfolgte durch die Futtereinwaage und die
Riickwaage verbliebenen Futters am Folgetag (DE Plattformwaage 36K10N, Kern & Sohn
GmbH, Balingen, Deutschland).

Der Futteraufwand wurde mit Hilfe der Lebendmassezunahme ermittelt.

mittlere Futteraufnahme (kg)

Futteraufwand =
mittlere Lebendmassezunahme (kg)
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3.8 pH-Wert, Trockensubstanz und scheinbare praecaecale Verdaulichkeit

3.8.1 pH-Wert der Digesta

Von den Darminhalten der Lokalisationen Magen, D1, D2, D3, Caecum und Colon wurde je 1
Gramm in ein 15-ml-Gefafl uberfiihrt, mit 9 ml destilliertem Wasser verdiinnt und
homogenisiert. Der pH-Wert wurde mit einer pH-Elektrode gemessen, nachdem eine 2-
Punktkalibrierung mit Standardlosungen pH 4 und pH 7 durchgefiihrt worden war. Da aus
dem Abschnitt D1 einiger Tiere nicht ausreichend Digesta gewonnen werden konnte, war eine
pH-Wert-Messung in dieser Lokalisation nicht fiir alle Tiere moglich.

Hierfiir genutzte Gerédte und Chemikalien sind in Tabelle 12 aufgelistet.

3.8.2 Trockensubstanzgehalt der Digesta

Die frischen Digesta-Proben der Lokalisationen Magen, D1, D2, D3, Caecum und Colon
wurden in vorher abgewogene 2-ml-Gefille eingewogen und bei minus 80 °C eingefroren.
Danach wurden die Proben mit Hilfe der Vakuum-Gefriertrocknung fiir 2 Tage getrocknet.
Die Gefile mit der gefriergetrockneten Trockensubstanz wurden erneut gewogen. Nach
Abzug der Leergewichte der GefidBle wurde anhand folgender Formel der prozentuale
Trockensubstanzgehalt berechnet:

Gefriergetrocknete Auswaage
% TS = x 100
Frische Einwaage

Die genutzten Gerite sind in Tabelle 12 zusammengefasst.

3.8.3 Scheinbare praecaecale Verdaulichkeit

Messung des Chromgehaltes der Digesta-Proben des distalen Jejunums

Fir die Messung des Chromgehaltes in der Digesta aus D3 wurden ca. 0,5 g Digesta in
Tiegeln eingewogen und im Muffelofen verascht. Den veraschten Proben wurden 4 ml
Kaliumbromatlosung (4,5 % in entionisiertem Wasser) und 3 ml Mangansulfatlosung (3 ml
MnSO4 (10%) mit 85 % H3POs auf 100 ml aufgefiillt) zugefiigt und leicht geschwenkt.
AnschlieBend wurden die Proben fiir 50 Minuten bei 200 °C im Sandbad erhitzt. Nach dem
Abkiihlen wurden die Proben durch einen Faltenfilter in 50-ml-Messkolben iiberfiihrt, in die
je 6 ml 1,47 %ige Kalziumchloridlosung (4 g/l Kalzium) vorgelegt worden waren, und
anschlieend mit destilliertem Wasser auf 50 ml aufgefiillt. Aus den so aufbereiteten Proben
wurde atomabsorptionsspektrometrisch die Menge an enthaltenem Chrom ermittelt.

Gerdte und Chemikalien, die fir die Bestimmung der scheinbaren praecaecalen
Verdaulichkeit genutzt wurden, sind in Tabelle 12 aufgelistet.
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Berechnung der scheinbaren praecaecalen Verdaulichkeit

Die scheinbare praecaecale Verdaulichkeit wurde fiir die Inhaltsstoffe Rohprotein, Kalzium,
Phosphor und Rohasche aus der Digesta des hinteren Jejunumdrittels erhoben (Messmethoden
siehe 3.7 Futtermitteluntersuchung). Die Inhaltsstoffe von Digesta und Futter wurden mit den
Chromgehalten des hinteren Jejunumdrittels und des Futters iiber folgende Formel in
Beziehung gesetzt:

Chromgehalt g, [g/kg] Nahrstoff e, [2/kE]

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

Tabelle 12: Fiir die Messung des pH-Werts, der Trockensubstanz und der scheinbaren
praecaecalen Verdaulichkeit genutzte Gerite und Chemikalien

Bezeichnung

Hersteller

Ort, Staat

Atomabsorptionsspektrometrie:

vario 6

Analysewaage Typ Genius

Analytik Jena GmbH

Sartorius AG

Jena, Deutschland

Gottingen, Deutschland

Eppendorf Gefille Eppendorf AG Hamburg, Deutschland
Greiner Rohrchen Greiner Bio One Frickenhausen, Deutschland
InLab®410 pH-
" . 4 ) P Mettler Toledo GmbH GieBen, Deutschland

Kombinationselektrode

Kaliumbromat Merck, KGaA Darmstadt, Deutschland
Kalziumchlorid-Dihydrat Merck, KGaA Darmstadt, Deutschland
Mangansulfatmonohydrat Merck, KGaA Darmstadt, Deutschland

Muffelofen:

Heraeus;)Tehe(:)r;lrilcon oP Thermo Scientific Karlsruhe, Deutschland
pH-Pufferlosung pH 7 Mettler Toledo GmbH GieBen, Deutschland
pH-Pufferlosung pH4 Mettler Toledo GmbH GieBen, Deutschland

Vak -Gefriertrockner: F
axuum-Lelriertrocknet: trecze Christ GmbH Osterode am Harz, Deutschland

Dryer Alpha 1-4

3.9 Mikro- und molekularbiologische Parameter

3.9.1 Quantitative Lebendkeimzahlbestimmung in der Digesta des distalen Jejunums
und des Caecums

Die kulturelle mikrobiologische Untersuchung wurde von dem mikrobiologischen Labor des
Zentrums fiir Experimentelle Tierhaltung des Versuchsgutes des BfR durchgefiihrt. Diese
Untersuchung fand jeweils an zwei der drei Schlachttage statt. Die Keimzahlen wurden mit
dem Tropfplattenverfahren nach der amtlichen Sammlung von Untersuchungsverfahren, §35
LMBG (L06.00-19), ermittelt (Anonym, 1984).

Untersucht wurde der Darminhalt des distalen Jejunums (D3) und des Caecums. Dafiir wurde
1 g der Digesta in 9 g viertelstarker Ringerlsung verdiinnt (Verdiinnungsstufe 10™") und mit
einem Reagenzglas-Schiittler (Multi Reax, Heidolph-Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach, Deutschland) griindlich gemischt. Nach kurzem Absetzen der festen Bestandteile
wurde von dieser Suspension 1ml in 9 ml Ringerlosung pipettiert und homogenisiert
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(Verdiinnungsstufe 10%). Diese Prozedur wurde so oft wiederholt, bis die Verdiinnungsstufen
107" bis 10”® vorhanden waren.

Die Nihrmedienplatten wurden geviertelt und jeder Sektor wurde mit 50 ul der
entsprechenden Verdiinnungsstufe im Doppelansatz beimpft. Die genutzten Nihrmedien, die
Inkubationsbedingungen und die betrachteten Verdiinnungsstufen sind in der Tabelle 13
dargestellt.

Tabelle 13: Verwendete Selektivnihrboden, Inkubationszeiten und untersuchte
Verdiinnungsstufen

Inkubations-
Untersuchte Keime Néahrmedium i u ations Verdiinnungsstufen
bedingungen
Aerobe ) 3. 7
) Plate-Count-Agar 24 h bei 37 °C  aerob 10~ bis 10
Gesamtkeimzahl
A b
naer(? © Columbia-Blutagar 48 h bei 37 °C anaerob 10 bis 10
Gesamtkeimzahl
Coliforme Keime MacConkey Agar 24 hbei 37 °C  aerob 10 bis 107

Bei der Auswertung wurden die Ndhrmediensektoren berticksichtigt, auf denen 5 bis 100 gut
auszidhlbare Kolonien zu finden waren. Anhand der Formeln der Methodensammlung des §35
LMBG wurde mit der Anzahl der gezédhlten Kolonien das gewichtete Mittel bestimmt und
diese Ergebnisse zur Basis 10 logarithmiert.

3.9.2 Bakterielle Metaboliten

3.9.2.1 D- und L-Laktat

Die Messung des D- und L-Laktats in Digesta-Proben der Lokalisationen Magen, mittleres
(D2) und distales (D3) Jejunumdrittel und Caecum wurde mit einem kommerziellen Laktat-
Kit (R-Biopharm, Darmstadt, Deutschland) durchgefiihrt. Hierfiir wurde je 1g der
aufgetauten Proben aliquotiert, mit 2 ml einer 1-molaren Perchlorsidure versetzt und
homogenisiert. Danach wurden jeder Probe 200 ul 4 N Kalilauge hinzugefiigt, wieder
homogenisiert und fiir 10 Minuten auf Eis gehalten. Die so aufgeschlossenen Proben wurden
10 Minuten bei 4 °C mit 400xg zentrifugiert. Von dem Uberstand wurde 1 ml in ein 2-ml-
GefiB iiberfiihrt und gleich weitergenutzt, der restliche Uberstand wurde in einem 15-ml-
Rohrchen gesammelt und bei minus 20 °C eingefroren.

Der Inhalt der 2-ml-Gefdfle wurde mit 4 N Kalilauge auf einen pH-Wert zwischen 8 und 10
eingestellt und danach erneut 10 Minuten lang bei 4 °C mit 16200xg zentrifugiert. Der daraus
resultierende Uberstand wurde als Probe fiir das Laktat-Kit genutzt.

Das Prinzip dieses Kits beruht darauf, dass das in der Probe vorhandene D-Laktat durch NAD
in Gegenwart einer D-Laktat-Dehydrogenase zu Pyruvat oxidiert wird. Analog dazu erfolgt
eine Oxidation von L-Laktat durch die L-Laktat-Dehydrogenase. Durch die Zugabe der
Glutamat-Pyruvat-Transaminase in Anwesenheit von Glutamat werden diese Reaktionen auf
die Seite von Pyruvat und NADH verschoben. Das NADH wird photometrisch bei 365 nm
bestimmt, da sich das entstehende NADH proportional zur Ausgangsmenge des Laktats
verhilt.
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Die photometrische Messung wurde mit dem Programm Swift quantification II (Biochrom
1999, Cambridge, UK) durchgefiihrt. Die verwendeten Gerdte und Materialien sind in Tabelle
14 zusammengefasst.

3.9.2.2 Ammonium

Es wurde der Gehalt der freien Ammoniumionen in der Digesta des Magens, D2, D3 und des
Caecums bestimmt. Gemessen wurde mit einer ionenselektiven Elektrode (Mettler Toledo
Electrode Mettler Toledo ISE Combination, AMMONIUM, Mettler Toledo GmbH, Gief3en,
Deutschland). Zur Erstellung einer Standardkurve wurde zuerst aus Ammoniumchlorid und
destilliertem Wasser eine Verdiinnungsreihe mit den Konzentrationen 5, 10, 50, 100, 500 und
1000 ppm Ammonium erzeugt. Aus den damit gemessenen Ergebnissen wurde eine
Standardkurve angefertigt, mit deren Hilfe die Probenergebnisse spiter umgerechnet werden
konnten.

Von den aufgetauten Digesta-Proben wurden je 0,5 g eingewogen, denen danach 500 ul
destilliertes Wasser hinzugefiigt wurde. Diese Proben wurden homogenisiert, zentrifugiert (10
Minuten bei 4 °C und 16200xg) und die Uberstinde in neue Probengefifle iiberfiihrt, mit
9,5 ml destilliertem Wasser und 200 ul 0,9-molarer Aluminiumsulfatlosung versetzt und
homogenisiert. Die so aufbereiteten Proben wurden danach mit der ionenselektiven Elektrode
gemessen. Die gemessenen Angaben in mV ergaben anhand der ermittelten Standardkurve die
ppm-Konzentrationen, die weiter in mmol Ammonium pro kg Digesta umgerechnet wurden.
Die verwendeten Gerite und Materialien sind in Tabelle 14 zusammengefasst.

3.9.2.3 Kurzkettige Fettsduren

Die kurzkettigen Fettsduren wurden mit Hilfe der Gaschromatographie bestimmt. Die
Methode ist unter Punkt 3.11.2 beschrieben.

Tabelle 14: Fiir die Bestimmung von Laktat und Ammonium genutzte Gerite und
Chemikalien

Bezeichnung Hersteller Ort, Staat
15-ml-Rohrchen Greiner Bio One Frickenhausen, Deutschland
2-ml-Gefile Eppendorf AG Hamburg, Deutschland
Alumini Ifatlo
uminumsuiatiosung, Mettler Toledo GmbH Giefen, Deutschland
0,9 mol/l
Ammoniumchlorid Merck KGaA Darmstadt, Deutschland
D-Milchsi D-Laktat)/L-
ilchsdure( aktat R-Biopharm Darmstadt, Deutschland

Milchséure (L-Laktat), UV-Test
Heraeus Frescol7 Microcentrifuge
Heraeus®Megafuge®1.0R
Kaliumhydroxid
Mettler Toledo Electrode Mettler
Toledo ISE Combination,
AMMONIUM
1 N Perchlorsidure
Photometer: Ultraspec 2000
Vortex Genie 2

Thermo Scientific
Thermo Scientific
Merck KGaA

Mettler Toledo GmbH

Riedel-de-Haen GmbH

Pharmacia Biotech
Scientific Industries

Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Darmstadt, Deutschland

Giefen, Deutschland
Selze, Deutschland

Freiburg, Deutschland
West Palm Beach, USA
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3.9.3 Quantifizierung der Eubakterien, Laktobazillen und Escherichia ssp. der
Magendigesta mittels der quantitativen Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion

3.9.3.1 Herstellung der DNA-Extrakte der Magendigesta fiir die Polymerase-Kettenreaktion

Extraktion der Gesamt-Nukleinsiduren aus der Digesta des Magens

1 g der Magendigesta-Proben wurde eingewogen, zusammen mit 3 g sterilen,
sdauregewaschenen Glasperlen und 10 ml der 60 °C warmen GTC-Losung (s. Anhang)
vermengt und fiir 5 Minuten im 60 °C warmen Wasserbad unter mehrmaligem kurzen
Schiitteln inkubiert. Um die Zellen mechanisch aufzuschliefen, wurden die Proben mit einer
Frequenz von 2000/min fiir 2 Minuten in einer Schwingmiihle geschiittelt. Nach kurzem
Absenken der Feststoffe wurde der Uberstand in Oakride-Zentrifugenrohrchen dekantiert. Der
verbleibende Rest wurde wieder mit 7 ml GTC-Losung versetzt, 5 Minuten im Wasserbad
inkubiert, 2 Minuten geschiittelt und anschlieBend vollstindig in das 50-ml-Oakride-
Zentrifugenrohrchen tiberfiihrt.

Um die Nukleinsduren zu extrahieren, wurden 20 ml Phenol/Chloroform (Roti®Phenol, Fa.
Roth, Karlsruhe) dem Zelllysat hinzugefiigt und kurz geschwenkt. Nach einer Zentrifugation
von 5 Minuten bei 4 °C und 15000xg wurden 15 ml der wissrigen Phase in ein neues steriles
50-ml-Oakride-Zentrifugenrohrchen  tiberfiihrt. Es  wurden  anschlieBend 15 ml
Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) zugefiigt und leicht geschwenkt. Nach der Zentrifugation
(5 Minuten, 4 °C, 15000xg) wurde die wissrige Phase in ein neues 50-ml-Oakride-
Zentrifugenrohrchen iiberfiihrt. Um die Nukleinsduren auszuféllen, wurden 16 ml eiskaltes
Isopropanol hinzugefiigt und die Probe iiber Nacht bei minus 30 °C gelagert.

Die Abtrennung der Nukleinsduren erfolgte durch eine Zentrifugation fiir 30 Minuten bei 4 °C
und 18000xg. Der Uberstand wurde abgegossen und das Zentrifugat mit 40 ml eiskaltem,
70 %igem Ethanol versetzt und erneut abzentrifugiert (30 Minuten, 4 °C, 18000xg). Nach
vorsichtigem AbgieBen des Uberstandes und Ausdampfen des Zentrifugenrohrchens wurde
das Zentrifugat in 1000 ul T1-Puffer (Lysispuffer) gelost. Bis zur weiteren Aufbereitung
wurden die Nukleinsduren bei minus 30 °C aufbewahrt.

DNA-Reinigung der Nukleinsdureextrakte

Die DNA-Aufreinigung erfolgte mit dem NucleoSpin® Tissue Kit (Fa. Macherey-Nagel,
Diiren, Deutschland). Es wurden 360 ul der Nukleinsduren nach Anleitung des Herstellers mit
Proteinase K und RNAse behandelt und die DNA iiber Silica-Matrix-Sidulen gereinigt. Nach
der Aufreinigung erhielt man ca. 150 ul DNA-Extrakt, der in sterilen 2-ml-Gefdf3en bei minus
30 °C aufbewahrt wurde.

Fluorometrische Quantifizierung der DNA-Konzentrationen

Der DNA-Gehalt der extrahierten Proben wurde fluorometrisch bestimmt. Die Methode
beruht auf der ausschlieBlichen Bindung eines Bisbenzimid-Fluoreszenzfarbstoffes (Hoechst
33258) an die doppelstringige DNA einer Probe. Aus 1x TNE-Puffer (s. Anhang) und der
Hoechst 33258-Farbung wurde eine Arbeitslosung hergestellt. 2 ul der DNA-Extrakte wurden
mit 100 ul TE/Farbstoff-Verdiinnung gemischt. Von dieser Mischung wurden 2 pl auf das
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Fluorospektrometer aufgebracht und bei 450 nm fluorometrisch gemessen. Anhand einer
vorher gemessenen Eichreihe wurde mit dem Programm NanoDrop ND 3300 2.5.0 die DNA-
Menge des Extraktes ermittelt.

Die Gerite und Chemikalien, die fiir die DNA-Aufbereitung genutzt wurden, sind in Tabelle

15 zusammengefasst.

Tabelle 15: Fiir die DNA-Aufbereitung genutzte Gerite und Chemikalien

Bezeichnung Hersteller Ort, Staat
70 % Ethanol Fa. Roth Karlsruhe, Deutschland
B1sben21rr(11}(li(-)1;1:1}11(;:e353z<23;1§§arbstoffes BioRad Miinchen, Deutschland
Chloroform/Phenol: Roti®Phenol Fa. Roth Karlsruhe, Deutschland
Computerprogramm: NanoDrop ND NanoDrop Technologies Wilmington ,USA
3300 2.5.0
Gefille Eppendorf AG Hamburg, Deutschland
Glasperlen, 0,25 mm Fa. Roth Karlsruhe, Deutschland
Isoamylalkohol Fa. Roth Karlsruhe, Deutschland
Isopropanol: 2-Propanol Fa. Roth Karlsruhe, Deutschland
NanoDrop® ND-3300 NanoDrop Technologies Wilmington ,USA

NucleoSpin® Tissue Kit
Proteinase K

Fa. Macherey-Nagel
Fa. Macherey-Nagel

Diiren, Deutschland
Diiren, Deutschland

Ribonuklease A Fa. Roth Karlsruhe, Deutschland
Schwingmiihle MM 200 Retsch Technology Haan, Deutschland
T1-Puffer Fa. Macherey-Nagel Diiren, Deutschland
Trichlormethan/Chloroform Fa. Roth Karlsruhe, Deutschland
Zentrifuge: Sorvall®RC 5B Plus Kendro Newton, USA

3.9.3.2 Quantitative Polymerase Kettenreaktion (qPCR)

Prinzip der gPCR

Die quantitative oder auch ,real time*“ PCR (qPCR) beruht auf demselben Prinzip wie die
herkommliche PCR, d.h. es werden auch hier durch spezifische Primer festgelegte
Nukleotidsequenzen vervielfiltigt. Bei der qPCR ist dariiber hinaus die Quantifizierung der
gewonnenen DNA  mit Hilfe einer Fluoreszenzmessung  moglich.  Durch
Fluoreszenzfarbstoffe, deren Fluoreszenz sich erst bei der Bildung des PCR-Produktes
entfaltet, kann in jedem PCR-Zyklus auf die Menge des PCR-Produktes zuriickgeschlossen
werden. Aus den Fluoreszenzmessungen des gesamten PCR-Laufs ergibt sich eine sigmoidale
Amplifikationskurve.

Bei den in dieser Arbeit durchgefiihrten qPCRs wurden sowohl der Fluoreszenzfarbstoff
SYBR Green als auch TagMan-Sonden eingesetzt. Bei SYBR Green handelt es sich um einen
DNA-Farbstoff, der nach der Bindung an doppelstringige DNA (dsDNA) fluoresziert. Diese
Methode wurde in dieser Arbeit fiir die Quantifizierung der Laktobazillen genutzt. Dagegen
wurde die Quantifizierung der Eubakterien und der Escherichia ssp. mit TagMan-Sonden
durchgefiihrt. Diese Sonden haben am 5°-Ende einen sogenannten Quencher (Loschsubstanz)
und am 3°-Ende einen Fluoreszenzfarbstoff, deren rdumliche Néhe eine Unterdriickung der
Fluoreszenzaktivitit mit sich bringt. Durch den Einsatz einer Taqg-Polymerase, die sowohl
eine Polymeraseaktivitit als auch eine 5°-3"-Exonuklease-Aktivitit besitzt, wird wihrend der
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Synthese des Gegenstrangs der Quencher am 5°-Ende abgebaut. Dadurch werden Quencher
und Fluoreszenzfarbstoff voneinander getrennt und der Farbstoff beginnt zu fluoreszieren.

Durchfithrung der quantitativen Echtzeit PCR

Die qPCR wurde mit dem Real-time PCR-Gerit Mx3000P qPCR System von Stratagen
(Amsterdam, Niederlande) und dem MxPro QPCR-Programm (Stratagen, Amsterdam,
Niederlande) ausgefiihrt. Fiir die quantitative Bestimmung der Eubakterien, Laktobazillen und
Escherichia ssp. in der Digesta des Magens der Ferkel wurden die in Tabelle 16 aufgefiihrten
Primer genutzt. Die hergestellten Magen-DNA-Proben wurden ohne weitere Verdiinnung fiir
die Real-Time-Reaktion eingesetzt. Dabei wurde 1 pl der untersuchten DNA-Probe mit den
25 ul der in Tabelle 17 aufgelisteten Reaktionskomponenten (Master Mix, Primer, ROX) in
einem PCR-Gefadll zusammenpipettiert.

Tabelle 16: Fiir die gPCR genutzte Primer
(nach Klir, 2008)

Detektierte Primer/ Produkt-

Bakterien Sonden Primer-, Sondensequenz (5°— 37) . Zielgene Literatur

785 ()" GGA TTA GAT ACC CTG GTA GTC Lyons et al

Eubakterien 1512 (r)? TAC CTT GTT ACG ACT T 727bp  16S tDNA '
T-1400 @  TGA CGG GCG GTG TGT ACA AGG C (2000)

. Lacl (f) AGC AGT AGG GAA TCT TCC A Walter et al.
Laktobazillen Lac2 (1) ATT (CT)CA CCG CTA CAC ATG 340bp 16s rDNA (2001)

Entero () GTT AAT ACC TTT GCT CAT TGA Mali
Escherichia Entero () ACC AGG GTA TCT AAT CCT GTT 340bp  16S rDNA alinen et al.

Entero FAM CGT GCC AGC AGC CGC GGT A (2003)

' 785, 1512: Primer-Positionen bezogen auf die E.coli-Sequenz

2 (f): Vorwirts-Primer, bindet an den (-)DNA-Strang; (r): Riickwirts-Primer, bindet an den (+)DNA-Strang

? Die Sonden hatten am 5°-Ende den Reporter-Fluoreszenzfarbstoff 6-Carboxy-Fluoreszein (6-FAM) und am 3°-
Ende den Quencher 4-Dimethylaminophenylbenzoesdure

Tabelle 17: Reaktionskomponenten der qPCR-Ansitze

Reaktionsansatz mit TagMan-

Reaktionsansatz mit SYBR GreenI =~ Menge Hybridisierungssonde Menge
Brilliant®SYBR®GreenQPCR Master 12,5 ul  HotStarTaq Master Mix 12,5 ul
Mix
Forward-Primer (10 pmol/ul) 0,5 ul Forward-Primer (10 pmol/ul) 1,0 ul
Reverse-Primer (10 pmol/ul) 0,5 ul Reverse-Primer (10 pmol/ul) 1,0 ul
Referenzfarbstoff ROX (30 nM) 0,75 ul  Referenzfarbstoff ROX (30 nM) 0,75 ul

Hybridisierungssonde (2 pmol/ul) 1,0 ul
Wasser (DNAse, RNAse frei) 10,75 ul  Wasser (DNAse, RNAse frei) 8,75 ul

Die qPCR-Analysen der Eubakterien, der Laktobazillen und der Escherichia ssp. wurden
nach den in Tabelle 18 beschriebenen Reaktionsbedingungen durchgefiihrt. Die Ziel-DNA
wurde in allen Assays iliber 40 Zyklen amplifiziert. Als Quantifizierungsstandards wurden
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DNA-Extrakte aus Referenzstimmen genutzt, die am Institut fiir Tiererndhrung hergestellt
und getestet worden waren (s. Anhang).

Bei dem Reaktionsansatz mit SYBR Green, der in dieser Arbeit fiir die Quantifizierung der
Laktobazillen genutzt wurde, wurde zusitzlich eine Schmelzkurvenanalytik durchgefiihrt, um
spezifisch und unspezifisch gebildete PCR-Produkte zu differenzieren. Da jede dsDNA (PCR-
Produkt, Primer-Dimer) einen spezifischen Schmelzpunkt hat, wurde durch eine langsame
Temperaturerh6hung, die im Anschluss an die qPCR erfolgt, die dsDNA zu spezifischen
Zeitpunkten wieder denaturiert. Durch diese Denaturierung wurde das SYBR Green wieder
freigegeben und es kam zu einem Fluoreszenzabfall, der detektiert wurde.

Die fiir die qPCR genutzten Geridte und Chemikalien sind in Tabelle 19 zusammengestellt.

Tabelle 18: Reaktionsbedingungen und PCR-Parameter

Eubakterien Laktobazillen Escherichia ssp.
Detektionssystem TagMan SYBR Green TagMan
Aktivierung 1x 95 °C/15min. 1x 95°C/15min. 1x 95°C/15 min.

Denaturierung 40x  95°C/30sec. 40x 95°C/30sec. 40x 95 °C/30 sec.

Binden der Primer-
molekiile 50 °C/60 sec. 55 °C/60 sec. 50 °C/60 sec.
Elongation der DNA-
Fragmente 72 °C/30 sec. 72 °C/30 sec. 72 °C/30 sec.
Schmelzkurven-

- + -
analytik

Auswertung

Die Auswertung erfolgte mit der Software MxPro QPCR (Stratagen, Amsterdam,
Niederlande). Um die nach Abschluss des gesamten PCR-Zyklus erhaltenen
Amplifikationskurven auf einen Zahlenwert zu reduzieren, wurde der Cp-Wert (cycle
threshold value) genutzt. Dieser Cr-Wert entspricht dem Zyklus-Wert, bei dem die
Fluoreszenz erstmalig signifikant {iber die Hintergrund-Fluoreszenz ansteigt und somit den
Fluoreszenzschwellenwert (cycle threshold) iliberschreitet. Um die Bakterien in den Proben zu
quantifizieren, wurden ihre Cr-Werte mit denen der eingesetzten Quantifizierungsstandards
verglichen, aus deren Cr-Werten die Software MxPro zuvor eine Standardkurve gebildet
hatte. Bei der Analyse der Laktobazillen, deren Reaktionsansatz mit SYBR Green
durchgefiihrt wurde, wurde auflerdem mittels Schmelzkurvenanalyse die Bildung von
unspezifischen PCR-Produkten untersucht. Hierbei wurden die gemessenen Ergebnisse mit
denen verglichen, die zuvor fiir die Laktobazillen am Institut fiir Tiererndhrung etabliert
worden waren (Kldr, 2008). Ergebnisse, die eine Abweichung des Schmelzpunktes von mehr
als = 0,5 °C hatten, wurden nicht ausgewertet und die Proben erneut analysiert.

Um die gemessenen Zellzahlen auf eine einheitliche DNA-Menge abzugleichen, wurden sie
mit einem Faktor (DNA-Gehalt der Probe/ DNA-Gehalt der Probe mit dem héchsten DNA-
Gehalt) multipliziert, zur Basis 10 logarithmiert und als Zellzahl pro g Digesta dargestellt.
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Tabelle 19: Fiir die Durchfiihrung der gPCR genutzte Geréte und Chemikalien

Bezeichnung Hersteller Ort, Staat
Brilliant®SYBR®G PCR
ran r eenQ Stratagen Amsterdam, Niederlande
Master Mix
Eppendorf Gefille Eppendorf AG Hamburg, Deutschland
HotStar Master Mix Kit Stratagen Amsterdam, Niederlande
Real Time PCR-Gefidl3e Stratagen Amsterdam, Niederlande
Real time QPCR System )
® Stratagen Amsterdam, Niederlande
Mx3000P

Software MxPro QPCR. Stratagen Amsterdam, Niederlande
Spezies-spezifische Oligonukleotide MWG-Biotech AG Ebersberg, Deutschland
Vortex Genie 2 Scientific Industries West Palm Beach, USA

3.10 Gaschromatographische Analysen

3.10.1 Prinzip der Gaschromatographie

Bei der Gaschromatographie handelt es sich um eine Trennmethode, die schon mit sehr
geringen Mengen der zu untersuchenden Substanz auskommt (1 pl). Die Probe wird mit einer
Mikroliter-Spritze in den Injektorblock eingespritzt und dort direkt verdampft. Meist wird nur
ein kleiner Teil der eingespritzten Probe mit einem Trigergas (Helium oder Wasserstoff) auf
die Trennsédule aufgebracht. Um diese kleinen Volumina reproduzierbar zu dosieren, kann der
Gasstrom mit enthaltener Probe geteilt werden (Split). So wird nur ein Teil der Probe auf die
Saule geleitet und der andere aus dem System herausgeschleust. Bei den Sédulen handelt es
sich um diinne Kapillaren aus Quarzglas, die mit einer selektiven Innenbeschichtung
ausgekleidet sind. Der Innendurchmesser dieser Sdulen liegt meist zwischen 0,53 und
0,25 mm, sodass die Schichtdicke, die zu der Trennung der einzelnen Bestandteile fiihrt, nur
wenige Mikrometer betrigt. Die unterschiedlichen Verbindungen der aufgebrachten Probe
werden unterschiedlich von der Sédule retiniert und somit aufgetrennt. Durch das Trégergas
werden zuerst die kleineren, dann die mittleren und zuletzt die groBeren Molekiile aus der
Séule eluiert. Die verschiedenen Molekiile erreichen auf diese Weise nacheinander den am
Ende der Séule gelegenen Detektor, wo sie in Abhingigkeit ihrer Menge ein Signal erzeugen.
Es gibt verschiedene Detektoren, die eingesetzt werden konnen. Fiir die Bestimmung
organischer Substanzen wird meist der Flammenionisationsdetektor genutzt, wobei die
Leitfdhigkeit einer Knallgasflamme (Brenngas ist Wasserstoff) zwischen zwei Elektroden
gemessen wird. Die zu analysierenden Substanzen werden mit dem Trigergasstrom zur
Flamme transportiert und dort ionisiert, wobei Elektronen frei werden. Diese Elektronen
werden mit Hilfe eines Gitters, das um die Flamme angebracht ist, aufgefangen und senden
ein Signal, welches als Peak im Chromatogramm sichtbar wird. Die Flache unter einem Peak
ist der Konzentration des Analyten in der Probe proportional. Das System wird mittels
eingesetzter Standards fiir die qualitative und quantitative Auswertung geeicht. Die fiir die
Gaschromatographie eingesetzten Gerdte und Chemikalien sind in Tabelle 20
zusammengefasst.
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Tabelle 20: Fiir die gaschromatographischen Analysen genutzte Geridte und Chemikalien

Bezeichnung Hersteller Ort, Staat
2-Propanol Carl Roth GmbH&Co.KG Karlsruhe, Deutschland
Gaschromatograph: Modell 6890N Agilent Technologies Waldbronn, Deutschland
Gefriertrockner: Freeze Dryer Fa.Christ Osterode am Harz, Deutschland
Alpha 1-4
n-Hexan Carl Roth GmbH&Co.KG Karlsruhe, Deutschland
n-Trimethylsulfoniumhydroxid Macherey- Nagel GmbH&CoKG Diiren, Deutschland
Heidolph Instruments
Riittler: Reax 2 h h, D hl
iittler: Reax 2000 GmbH&Co.KG, Schwabach, Deutschland
Sdule CP-SIL 88 Varian Middelburg, Niederlande
Saule HP-INNOWax Agilent Technologies Waldbronn, Deutschland
S ials, . .
ear (}S;er:v;(jp;;lg;_mm) Agilent Technologies Waldbronn, Deutschland
Tridecanoic acid, > 98% Sigma Aldrich Steinheim, Deutschland
1 hallbad:
Ultraschallbad Bandelin electronic GmbH&Co.KG Berlin, Deutschland
Sonorex Super nRK 106
Volatile Acid Standard Mix Supelco Bellefonte, USA
Vortex Genie2 Scientific Industries West Palm Beach, USA
Zentrifuge: Centrifuge 5415 C Eppendorf AG Hamburg, Deutschland

3.10.2 Kurzkettige Fettsiiuren in der Digesta

Die Gehalte der kurzkettigen fliichtigen Fettsduren (Acetat, Propionat, Butyrat und Valeriat)
in der Digesta des Magens, D2, D3 und des Caecums wurden mit Hilfe eines
Gaschromatographen der Firma Agilent Technologies und einem Flammenionisationsdetektor
ermittelt. Hierfiir wurde die Kapillarsdule HP-INNOWax (Linge: 30 m; Durchmesser:
530 um) genutzt, wobei Wasserstoff als Trigergas diente.

Es wurden von den jeweiligen Digesta-Proben nach dem Auftauen ca. 300 mg eingewogen
und mit 1 ml eines internen Standards, der 0,5 mmol/l Capronsiure (C6:0) enthielt, versetzt.
Nach einstiindigem Schiitteln wurden die Proben fiir 8 Minuten bei Raumtemperatur mit
16200xg zentrifugiert. Von den Digesta-Proben des Magens wurden 500 pl des Uberstands
mit 500 pl des internen Standards versetzt, von den Jejunum- und Caecumdigesta-Proben
wurden je 400 ul des Uberstandes mit 800 ul internem Standard versetzt und erneut gut
geschiittelt und anschlieBend gemessen.
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Am GC wurden folgende Parameter eingestellt:
Ofenprogramm Temperatur (°C): 70 (initial) 140 190

Zeit (Minuten): 0,5 1,0 3,0
°C/Minute: 150 120
Analysezeit 9,6 Minuten

Injektortemperatur- Temperatur (°C): 100 (initial) 150 250

programm Zeit (Minuten): 0,02 0,5 2,0
°C/Minute: 600 600
Splitverhéltnis 1:1

3.10.3 Mittelkettige und langkettige Fettsiduren in der Digesta

Die Bestimmung der Gehalte der mittel- und langkettigen Fettsduren wurde in der Digesta der
Lokalisationen Magen, D1, D2, D3 und Caecum durchgefiihrt. Die Digesta wurde zuerst
gefriergetrocknet, dann wurden 70 bis 100 mg eingewogen. Nach Zusatz des internen
Standards und Zugabe von 150 ul 0,5 molarer Salzsdure wurde dieses Gemisch in 1 ml
Hexan-Isopropanol Gemisch (3:2) aufgenommen. Bei dem internen Standard handelte es sich
um Tridecansdure (C13:0), welche in einem Hexan-Isopropanol-Gemisch (3:2) gelost wurde.
Nach kriftigem Schiitteln kamen die Proben fiir 30 Minuten in den Riittler. Danach wurde
jede Probe kurz im Ultraschallbad behandelt und noch einmal kriftig homogenisiert. Die
Proben wurden fiir 10 Minuten bei 16200xg zentrifugiert und 100 ul des Uberstands
zusammen mit 50 pul n-Trimethylsulfoniumhydroxid (TMSH) in die GC-Probengefilie
tiberfiihrt.

Die Messung der mittelkettigen Capryl- und Caprinsdure wurde wie die Messung der
kurzkettigen Fettsdauren mit der Kapillarsdaule HP-INNOWax (Lédnge: 30 m; Durchmesser:
530 um) durchgefiihrt.

Am Gaschromatographen wurden folgende Parameter eingestellt:
Ofenprogramm Temperatur (°C): 80 (initial) 100 190

Zeit (Minuten): 0,5 1,0 4,0
°C/Minute: 5 120
Analysezeit 10,25 Minuten

Injektortemperatur- Temperatur (°C): 150 (initial) 150

programm Zeit (Minuten): 0,02 2,5
°C/Minute: 600
Splitverhéltnis 1:1
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Fiir die Messung der langkettigen Fettsduren (C12:0 bis C18:3) wurde die Kapillarsdule CP-
SIL 88 (Linge: 50 m; Durchmesser: 250 um, Schichtdicke: 0,20 pm) benutzt. Das Trigergas
war auch hier Wasserstoff.

Am Gaschromatographen wurden folgende Parameter eingestellt:
Ofenprogramm Temperatur (°C): 70 (initial) 180 220

Zeit (Minuten): 5 16 43
°C/Minute: 5 80
Analysezeit 46,5 Minuten

Injektortemperatur 130 °C

Splitverhéltnis 10:1

3.11 Immunologische Parameter

3.11.1 Differentialblutbild und himatologische Untersuchungen

Im Laufe des gesamten Versuchs wurde den Ferkeln zweimal Blut abgenommen. Beim
Einstallen wurde jedem Ferkel aus der Vena jugularis mit einer EDTA-Monovette (S-
Monovette® 9 ml Kalium-EDTA, Sarstedt) Blut entnommen. Am Totungstag wurde den
andsthesierten Ferkeln kurz vor der Euthanasie mit EDTA- und Heparin-Monovetten
intrakardial Blut entnommen. Das zu Beginn und am Ende des Versuchs entnommene EDTA-
Blut wurde an ein externes Labor (LABOKLIN, Bad Kissingen) verschickt, um dort eine
allgemeine h@matologische Untersuchung und eine Differentialblutbildanalyse durchfiihren
zu lassen. Das Heparinblut wurde am Td6tungstag fiir die Phédnotypisierung, Proliferation und
den Phagotest® eingesetzt.

3.11.2 Durchflusszytometrische Analytik

3.11.2.1 Prinzip der Durchflusszytometrie (FACS)

FACS steht fiir ,Fluorescent-Activated Cell Sorting” und ermoglicht das Zéhlen, die
Differenzierung und das Sortieren von Fluoreszenz-markierten Zellen. Das Prinzip beruht
darauf, dass die Zellen einer Probe einzeln in einer Flusskammer an einem Laserstrahl, der im
rechten Winkel auf die Zellen trifft, vorbeigefiihrt werden. Das von den Zellen abgestrahlte
Licht wird von Photodetektoren detektiert und von Photomultipliern verstirkt. Die gemessene
Lichtstreuung in Vorwirtsrichtung (180°-Forward Scatter) ist das Maf} fiir die Grofle der
Zellen. Die im 90°-Winkel gemessene Seitwirtsstreuung (Sideward Scatter) steht als Maf fiir
die Granularitdt der Zellen. Dariiber hinaus wird das emittierte Fluoreszenzsignal registriert,
das durch die Anregung der Farbstoffmarkierung auf den Zellen durch den Laser entsteht.

Die Auswertung der gemessenen Daten erfolgte mit dem Computerprogramm CellQuest pro®
(Becton Dickinson Bioscience, San José, USA), wobei als Darstellungen das Streudiagramm
(Density Plot) und das Histogramm gewihlt wurden. Mit Hilfe des Streudiagramms konnen

49



Material und Methoden

einzelne Zellpopulationen anhand verschiedener Merkmale wie Morphologie (Abbildung 9)
aber auch Bindung von Antikorpern (s. Abbildung 11b und 12b) von einander abgegrenzt und
weiter untersucht werden. Das Histogramm wurde fiir die Auswertung der
Phagozytoseleistung der Granulozyten und Monozyten genutzt.

1023
32

Events

M2

SSC-H

! 10% oo
FITC-Fluoreszenzstirle

Abbildung 9: Darstellungsformen, der in dieser Arbeit genutzten FACS-Datenauswertung

a) Dargestellt ist die GroBe der Zellen (Forward Scatter [FSC-H]) gegeniiber der Granularitiit der Zellen
(Sideward Scatter [SSC-H]) im Streudiagramm (Density Plot).
b) Dargestellt ist die FITC-Fluoreszenzstéirke der gezéhlten Fille in einem Histogramm.

Das Verfahren der Durchflusszytometrie wurde fiir die Phinotypisierung der Immunzellen
aus dem peripheren Blut und aus den Mesenteriallymphknoten sowie die Auswertung der
Proliferation der Immunzellen des peripheren Blutes und des Phagotest® genutzt. Die
verwendeten Gerite und Materialien sind in Tabelle 21 zusammengefasst.

Tabelle 21: Fiir die durchflusszytometrischen Analysen benotigte Gerite und Materialien

Bezeichnung Hersteller Ort, Staat
Biocoll Separating Solution Biochrom AG Berlin, Deutschland
Bromdeoxyuridin Sigma-Aldrich Biochemie GmbH Hamburg, Deutschland
Brutschrank Heraeus Instruments Osterode, Deutschland
CellQuest pro® Becton Dickinson Bioscience San José, USA
Cellstar® 96-Well-Microplates Greiner bio-one Frickenhausen, Deutschland
CO:z-Inkubator:biocenter BC170 SalvisLab Rotkreuz, Schweiz
Concanavalin A Sigma-Aldrich Biochemie GmbH Hamburg, Deutschland
DNAse Sigma-Aldrich Biochemie GmbH Hamburg, Deutschland
Ethanol (96 %) Fa. Roth Karlsruhe, Deutschland
FACS Calibur® Becton Dickinson Bioscience San José, USA
FACS-Rohrchen Falcon (Becton Dickinson) Franklin Lake, USA
Heraeus®Megafuge®1.0R Thermo Scientific Karlsruhe, Deutschland
Lipopolysaccharid O111 Sigma-Aldrich Biochemie GmbH Hamburg, Deutschland
Neubauer Zihlkammer Paul Marienfeld GmbH & Co. KG Lauda-Konigshofen, Deutschland
PBS Biochrom AG Berlin, Deutschland
S-Monovette® 7,5ml Li-Heparinat Sarstedt Niimbrecht, Deutschland
Testkits Phagotest® Orpegen Pharma Heidelberg, Deutschland
Trypanblau, 0,5 % Biochrom AG Berlin, Deutschland
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3.11.2.2 Isolierung der mononukledren Zellen aus dem peripheren Blut und den Mesenterial-
lymphknoten

Periphere mononukleire Blutzellen

Die Isolierung der peripheren mononukledren Zellen erfolgte durch die
Gradientenzentrifugation mittels Ficoll, einem synthetisch hergestellten Polysaccharid aus
Saccharose und Epichlorhydrin. Dafiir wurde frisch entnommenes Heparinblut, nachdem es in
PBS (engl.: phosphate buffered saline) 1:2 verdiinnt worden war, auf das Ficoll geschichtet
und fiir 30 Minuten bei 400xg und Raumtemperatur zentrifugiert. Durch den Dichtegradienten
kam es zu einer Phasentrennung der einzelnen Blutbestandteile (siehe Abbildung 10). Die
leichten Erythrozyten werden aufgrund ihrer Aggregation mit den Granulozyten schwerer und
lagern sich dementsprechend unten im GefiB ab. Nach Uberfiihrung der gewonnenen
Interphase in steriles, eiskaltes PBS und darauf folgendes zweimaliges Waschen in sterilem
PBS mit Zentrifugation fiir 10 Minuten bei 4 °C und 300xg wurde nach der zweiten
Zentrifugation der Uberstand abgegossen und das Zentrifugat mit 1 ml Zellkulturmedium
resuspendiert. Zehn pl dieser Zellsuspension wurden mit 90 ul Trypanblau verdiinnt. Mit
10 ul dieser Verdiinnung wurde eine Neubauer Zihlkammer beschickt, um die Anzahl der
mononukledren Zellen zu bestimmen. Es wurden 16 Kleinstquadrate (Volumen 1 pl)
ausgezihlt und nach folgender Formel die Konzentration der mononukledren Zellen in 1 ml
der Suspension ermittelt:

Blutzellen in 1 ml Suspension = Gezéhlte Anzahl lebender Zellen x Verdiinnung in Trypanblau (10) x
Kammerfaktor (104) x Volumen der Zellsuspension (1 ml)

Anhand der ermittelten Zellzahl der Suspension wurde durch Verdiinnung mit sterilem
Zellkulturmedium fiir die Phiinotypisierung eine Zellsuspension mit der Konzentration 1x10’
Zellen pro ml und fiir den Proliferationsassay eine Zellsuspension mit der Konzentration
4x10° Zellen pro ml hergestellt und bis zur Farbung auf Eis gelagert.

(T

- -|]——» Plasma

,': o Interphase mit mononukleéiren Zellen
"% — > (Lymphozyten + Monozyten)

——  Ficoll/Thrombozyten

'% Erythrozyten/Granulozyten/tote Zellen

Abbildung 10: Phasentrennung nach der Gradientenzentrifugation mit Ficoll

Mononukleidre Zellen der Mesenteriallymphknoten

Um die mononukleédren Zellen aus den Mesenteriallymphknoten zu isolieren, wurden die nach
der Entnahme in eiskaltem PBS gelagerten Mesenteriallymphknoten von der Serosa befreit
und mit einem Skalpell fein zerkleinert. Die zerkleinerten Lymphknoten wurden zweimal
durch feine Siebe (Maschenweite 0,6 mm und 0,4 mm) gedriickt und mit PBS gespiilt.
AnschlieBend wurde diese Mischung durch Baumwollwatte filtriert. Die Zellen wurden
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abzentrifugiert (5 Minuten, 4 °C, 300xg) und das Zentrifugat in 1ml eiskaltem PBS
aufgenommen. Da keine Dichtegradientenzentrifugation mit Ficoll durchgefiihrt wurde,
wurden mit dieser Aufarbeitung auch Granulozyten isoliert. Die Konzentration der weiflen
Blutzellen wurde wieder mit Hilfe der Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Da mit den weillen
Blutzellen der Mesenteriallymphknoten nur die Phinotypisierung durchgefiihrt wurde, konnte
die gesamte Suspension auf eine Konzentration von 1x10’ Zellen/ml eingestellt werden.

3.11.2.3 Phinotypisierung der peripheren mononukledren Zellen und der mononukleidren
Zellen der Mesenteriallymphknoten

Prinzip der Phinotypisierung mononukleirer Zellen

Die mononukledren Zellen tragen populationsspezifische Zelloberflachenproteine (Cluster of
differentiation, CD). An diese CD-Molekiile binden spezifische primidre Antikorper
(monoklonale Antikérper, mAK), die wiederum durch einen sekundiren Antikorper, der
einen fluoreszierenden Farbstoff trigt, markiert werden. Es wurden hier die Farbstoffe
Fluoreszeinisothiocyanat (FITC) und Phycoerythrin (PE) eingesetzt, da sie bei der Anregung
mit der gleichen Wellenlidnge (488 nm) in verschiedenen Wellenldngenbereichen emittieren.
FITC ergibt eine Griinfluoreszenz im Wellenldngenbereich von 500 bis 570 nm, wogegen PE
eine Rotfluoreszenz im Wellenldngenbereich von 570 bis 600 nm emittiert. Dadurch ist es
moglich, diese zwei Farbstoffe gleichzeitig mit Hilfe des Durchflusszytometers zu messen.

Durchfithrung der Phinotypisierung

Von den auf 1x10 Zellen/ml eingestellten, eiskalten Suspensionen, die aus dem Blut und den
Mesenteriallymphknoten gewonnen worden waren, wurden je 100 ul mit 50 ul einer
verdiinnten Antikorpersuspension (siehe Tabelle 22) versetzt und fiir 30 Minuten auf Eis
inkubiert. Danach wurden die Probenrohrchen mit 2 ml FACS-Puffer (s. Anhang) aufgefiillt
und zentrifugiert (5 Minuten, 4 °C, 400xg). Der Uberstand wurde abgegossen, den Proben
wurden 50 pl des passenden sekundédren Antikorpers hinzugefiigt (siche Tabelle 23) und sie
wurden fiir weitere 30 Minuten auf Eis unter Lichtabschluss inkubiert. Den Proben wurden
wieder 2 ml FACS-Puffer zugefiigt, danach wurde zentrifugiert (5 Minuten, 4 °C, 400xg) und
der Uberstand abgenommen. Das verbleibende Zentrifugat wurde in 300 ul FACS-Puffer
resuspendiert und bis zur durchflusszytometrischen Messung, die mit dem Gerdt FACS
Calibur® (Becton Dickinson Bioscience, San Jos€, USA) durchgefiihrt wurde, lichtgeschiitzt
auf Eis aufbewahrt.
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Tabelle 22: Verwendete primére Antikorper

Sekundi
Primére Antikdrper  Isotyp Hersteller Verdiinnung © un aret
Antikorper
Anti-Mouse
FITC M Anti- iosci i
: ouse Anti 1eG2b BD Blosmen.ces Pharmingen, 1:100 IgG2b FITC
Pig CD4a San Diego, USA (Gekoppelt an
primiren AK)
Mouse Anti-Pig 19G2a Institut fiir Immunologie, VU 1:10 Anti- Mouse
CDS Wien IgG2a PE
M Anti-H iosci i Anti-M
ouse Anti-uman IgGl BD Blosmen.ces Pharmingen, 1:200 nti-Mouse
CD21 San Diego, USA IgG1 PE
M Anti-Pi ~ i
ouse Anti-Fig Veterinary medical research Anti-Mouse
MHC class 11 IgG2a and Development (VMRD), 1:200 G2
(MSA3) Inc., Pullman, USA IgG2a FITC
CD = cluster of differentiation
Tabelle 23: Verwendete sekundire Antikorper
Sekundi
© un arer Hersteller Farbstoff Verdiinnung
Antikorper
Anti- Mouse Southern Biotechnology . )
19G2aPE Ass.. Birmingham, USA Phycoerythrin (PE) 1:100
Anti-Mouse IgG1 Southern Biotechnology . )
PE Ass.. Birmingham, USA Phycoerythrin (PE) 1:200
Anti-Mouse IgG2a  Southern Biotechnology ~ Fluoreszeinisothiocyanat 1:50

FITC Ass., Birmingham, USA (FITC)

Auswertung der Phinotypisierung

Bei der durchflusszytometrischen Auswertung wurde mit Hilfe des Computerprogramms
CellQuest pr0® (Becton Dickinson Bioscience, San José, USA) der prozentuale Anteil der
Zellen, die CD4'CD8 (T-Helferzellen), CD4 CD8" (zytotoxische T-Zellen, NK-Zellen),
CD4"CD8" (aktivierter T-Helferzellen) sind, bestimmt. AuBerdem wurde auch der
prozentuale Anteil der MHC II'CD21 - (antigenprisentierende Zellen), der MHC IT'CD21%-
(reife B-Lymphozyten und follikuldre dendritische Zellen) und der MHC II'CD21"-Zellen
(reife B-Lymphozyten) an der Gesamtpopulation der mononukleéren Zellen bestimmt.

Dafiir wurden zuerst die morphologischen Parameter Grofle (dargestellt im Forward Scatter,
FSC-H) und Granularitit (dargestellt im Sideward Scatter, SSC-H) gegeneinander
aufgetragen, um anhand der sich ergebenden Punktwolken die Granulozyten, Lymphozyten,
Monozyten und Zellreste (Debris) zu differenzieren (Abbildung 11a). Bei den untersuchten
Proben war diese Art der Differenzierung jedoch nicht immer eindeutig, was moglicherweise
durch die Aufarbeitung mit Ficoll verursacht worden war, sodass fiir die genauere
Differenzierung die beiden Firbungen (PE und FITC) in einem Diagramm gegeneinander
aufgetragen wurden. Nachdem die im Beispiel mit den Zell-Markern CD4 und CDS
fluoreszenzmarkierten Zellen in einer Region (R1) zusammengefasst worden waren
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(Abbildung 11b), wurde diese Region in das Diagramm Grofe/Granularitit iibertragen und
tiber den so durch T-und NK-Zellen markierten Zellbereich eine zweite Region gelegt (R2,
Abbildung 12a). Diese Region zeigte den Bereich im Diagramm an, in dem sich
Lymphozyten und NK-Zellen anhand ihrer morphologischen Auspriagung auffinden lassen.
Sie diente so als Grundlage fiir die weitere Auswertung, nachdem die Darstellung aller Zellen
wieder zugelassen worden war. Die Zellpopulation aus R2 wurde in das Diagramm PE gegen
FITC eingefiigt, um durch die Bildung von Quadranten den relativen Anteil an PE-positiven,
FITC-positiven und PE und FITC-doppelt positiven Zellen zu ermitteln (Abbildung 12b).

1023

SSCH

Anti-mouse IgG2a PE

0 1023
a) FSC-H b)

Anti-mouse IgG2b FITC

Abbildung 11: Zweiparameterdarstellung der gewonnenen weillen Blutzellen im Density Plot
am Beispiel von CD4- und CD8-markierten T-Lymphozyten und NK-Zellen

a) Morphologische Darstellung der gewonnenen weilen Blutzellen anhand der ZellgroBe (Forward Scatter
[FSC-H]) und der Granularitét (Sideward Scatter [SSC-H]). Aufgrund flieBender Uberg’cinge war mittels
dieser Darstellung keine klare Zuordnung der einzelnen Zellpopulationen moglich.

b) Anteil der fluoreszenzpositiven Zellen der Gesamtpopulationen: Der anti-CD4-Antikorper war mit
FITC gekoppelt und der anti-CD8-Antikdrper war mit PE markiert, sodass im Quadrant unten rechts die
naiven T-Helferzellen (CD4*CDS8"), im Quadrant oben links die zytotoxischen T-Zellen und NK-Zellen
(CD4°CD8") und im Quadrant oben rechts die Gediichtnis-T-Helferzellen (CD4*CD8") Zellen zu finden
waren. Auf den Bereich aller fluoreszenzmarkierter Zellen wurde eine Region (R1) gelegt, um im
Forward/Sideward Scatter-Diagramm die Lymphozyten und NK-Zellen genauer erkennen zu konnen,
die fiir die endgiiltigen Ergebnisse als Grundlage dienten.
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Abbildung 12: Zweiparameterdarstellung im Density Plot nach Festlegung einer Region um
die Lymphozyten am Beispiel von CD4- und CD8-markierten T-Lymphozyten und NK-
Zellen
a) Es wurde eine Region (R2) um die Punkte gelegt, die aufgrund der Fluoreszenzmarkierung im
PE/FITC-Diagramm als Lymphozyten identifiziert worden waren. Dafiir wurden im Forward/Sideward
Scatter-Diagramm zuerst nur die Zellen zugelassen, die in Region 1 (Abbildung 11b) zusammengefasst
wurden. Um diese Zellen wurde eine neue Region gelegt (R2) und danach die Darstellung aller
gemessenen Zellen wieder zugelassen.
b) In diesem PE/FITC-Diagramm wurden nur die Zellen aus Region 2 zugelassen und mit Hilfe der

Quadranten der prozentualen Anteile der naiven T-Helferzellen (CD4°CDS8), der zytotoxischen T-
Zellen und NK-Zellen (CD4 CD8") und der Gedichtnis-T-Helferzellen (CD4"CD8") bestimmt.

Die Auswertung der Anteile an MHC II- und CD21-positiven Zellen erfolgte in gleicher
Weise wie die der CD4- und CD8-positiven Zellen.

3.11.2.4 Lymphozytenproliferation

Prinzip der Lymphozytenproliferation mononukleirer Zellen

Die mononukledren Zellen des peripheren Bluts wurden mit Mitogenen stimuliert, um eine
Proliferation dieser Zellen zu bewirken. In der vorliegenden Arbeit wurden Concanavalin A
(Con A) und das Lipopolysaccharid O111 (LPS) als Mitogene genutzt. Durch die Zugabe des
Thymidin-Analogons Bromdeoxyuridin (BrdU), das sich in die neu synthetisierte DNA der
proliferierenden Zellen anstelle des Thymidins einbaut, kann durch die Anlagerung von
markierten Antikorpern an das BrdU der Anteil der neugebildeten Zellen
durchflusszytometrisch nachgewiesen werden. Fiir eine ndhere Spezifizierung der mit Con A
stimulierten Lymphozyten wurde ein CD5-Antikorper eingesetzt, der hauptsédchlich T-Zellen
und in einem geringen Mal3e B-Zellen markiert (Appleyard und Wilkie, 1998).
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Durchfithrung der Lymphozytenproliferation
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Abbildung 13: Verlaufsschema des Lymphozytenproliferationstests

Der Ablauf der Lymphozytenproliferation-Methode ist in Abbildung 13 schematisch
zusammengefasst. Zu Beginn wurden von der auf 4x10° Zellen pro ml eingestellten
Suspension der mononukledren Blutzellen je 100pul in die Vertiefung einer 96-
Vertiefungsplatte pipettiert. Von den vorverdiinnten Mitogenen wurden jeweils
25 ul/Vertiefung hinzugefiigt, sodass fiir Con A eine Endkonzentration von 5 pg/ml und fiir
LPS eine Endkonzentration von 100 pg/ml in jeder Vertiefung erreicht wurde. Als
Negativkontrolle wurden 25 pl/Vertiefung Zellkulturmedium verwendet. Je nach Zellausbeute
wurden pro Tier bis zu 6 Vertiefungen je Mitogen bzw. Kontrolle angesetzt. Nach 48 Stunden
Inkubation im CO2-Brutschrank wurde BrdU (Endkonzentration 60 uM/Well) zugefiigt und
fiir weitere 24 Stunden inkubiert.
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Die jeweiligen Ansidtze wurden nach der Inkubation in ein FACS-Ro6hrchen iiberfiihrt, mit
2 ml FACS-Puffer (s. Anhang) aufgefiillt und zentrifugiert (5 Minuten, 4 °C, 300xg). Nach
dem AbgieBen des Uberstandes wurde bei gleichzeitigem Vortexen tropfenweise 1 ml
eiskaltes 96 %iges Ethanol hinzugefiigt. Danach wurden die Rohrchen fiir 20 Minuten auf Eis
inkubiert. Nach erneuter Zugabe von 2 ml FACS-Puffer wurde jeder Ansatz jeweils in zwei
gleiche Teile aufgeteilt. Der eine Teil wurde nicht mit Farbstoffen behandelt (,,ungefirbte®),
der andere Teil wurde mit Fluoreszenzfarbstoffen behandelt (,,FITC bzw. PE gefirbte®).
Hiermit sollte eine mogliche unspezifische Fluoreszenz, die in den ungefirbten Proben zu
sehen wire, ausgeschlossen werden. Alle Rohrchen wurden fiir 10 Minuten bei 4 °C und
400xg zentrifugiert, der Uberstand verworfen und die ,wungefirbten“ sowie die ,,LPS-
stimulierten (gefarbt) mit 1 ml FACS-Puffer resuspendiert und auf Eis gestellt. Inzwischen
wurden den ,,Con A-stimulierten (gefirbt)* und ,,unstimulierten (gefarbt)“ 100 ul CDS5-
Antikorper beigefiigt und fiir 30 Minuten inkubiert. Nach der Waschung mit 2 ml FACS-
Puffer, einer Zentrifugation (5 Minuten, 4 °C, 300xg) und Abgiellen des Uberstandes wurden
diesen Proben 50 ul des sekundédren Antikorpers mit PE-Fiarbung hinzugefiigt und die Proben
wurden erneut fiir 30 Minuten unter Lichtschutz inkubiert. Diese wurden wieder gewaschen
und mit 1 ml FACS-Puffer resuspendiert. Ab diesem Schritt wurden die zuriickgestellten
Proben wieder mitbehandelt. Nach Zentrifugation (5 Minuten, 4 °C, 300xg) und Abgieflen des
Uberstandes wurde das Zentrifugat der Proben mit 500 ul einer Fixierlosung
(Paraformaldehyd, s. Anhang) resuspendiert, fiir 10 Minuten eisgekiihlt und unter Lichtschutz
inkubiert. Nach einer erneuten Waschung wurde den ,,ungefirbten* Proben 400 ul FACS-
Puffer zugefiigt. Diese konnten dann bis zur Messung zuriickgestellt werden. Die anderen
Rohrchen wurden mit 500 pl einer DNAse-Verdiinnung (DNAse 10 mg/ml 1:10 verdiinnt in
DNAse-Puffer s. Anhang) resuspendiert und abgedeckt fiir 30 Minuten bei 37 °C im
Brutschrank belassen. Durch die DNAse wurde die DNA der Proben verdaut, sodass sie nach
der Inkubation in Form von Mono- und Oligonukleotiden vorlag. Danach wurden die Proben
gewaschen, die Zentrifugate mit 50 ul FITC-konjungiertem anti-BrdU-Antikorper, der zur
Markierung des eingelagerte BrdU der frei vorliegenden Nukleotide eingesetzt wurde,
resuspendiert und 30 Minuten auf Eis unter Lichtschutz inkubiert. Nach einer letzten
Waschung wurden die Pellets in 400 ul FACS-Puffer aufgenommen und bis zur
durchflusszytometrischen Messung lichtgeschiitzt auf Eis belassen. Die eingesetzten mAk
sind in Tabelle 24 zusammengefasst.

Tabelle 24: Fiir die Lymphozytenproliferation verwendete Antikorper

Antikorper Hersteller Farbstoff Verdiinnung

Anti—Pig BD Biosciences
Primérer Pharmingen, - 1:100

CD5 San Diego, USA

Anti-Mouse  Southern Biotechnology

Sekundirer 1¢G1 PE  Ass., Birmingham, USA Phycoerythrin (PE) 1:100
Mouse anti- BD Bios;Ciences Fluoreszeinisothiocyanat
Pharmingen, 1:5
BrdU FITC (FITC)

San Diego, USA
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Auswertung der Lymphozytenproliferation

Fir die Auswertung der Lymphozytenproliferation wurde das Computerprogramm
CellQuest pr0® (Becton Dickinson Bioscience, San Jos€, USA) genutzt. Bei der Untersuchung
der durch Con A stimulierten T-Lymphozyten wurde die Oberfliche der T-Lymphozyten und
eines geringen Anteils B-Lymphozyten zusitzlich mit einem CD5-Antikorper markiert. Die
so markierten Lymphozyten wurden im ersten Schritt im PE/FITC-Diagramm in einer Region
(R1) zusammengefasst (Abbildung 14a), die Zellen dieser Region wurden in einem Grof3e
(FSC-H)/Granularitdt (SSC-H)-Diagramm abgebildet und mit einer Region (R2)
zusammengefasst (Abbildung 14b). Darauthin wurden im selben Diagramm wieder alle
Zellen zugelassen, um alle Zellen, die morphologisch in die Region 2 fielen, mit
einzubeziehen. Im letzten Schritt wurden die Zellen der Region 2 in ein Grofle (FSC-
H)/FITC-Diagramm {ibertragen und der Anteil der BrdU-enthaltenden Zellen (FITC-positiv)
ermittelt (Abbildung 14c). Fiir die mit LPS O 111-stimulierten Zellen wurde in dhnlicher
Weise vorgegangen, jedoch fehlte eine Oberflaichenmarkierung der Zellen, sodass die

Eingrenzung der zu untersuchenden Zellen rein nach morphologischen Gesichtspunkten
stattfand.

o
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Abbildung 14: Zweiparameterdarstellung im Density Plot der mit Con A-stimulierten
peripheren mononukleédren Blutzellen
a) Im FITC/PE-Diagramm wurde eine Region (R1) um die CD5-positiven Zellen, die hauptsidchlich den

T-Lymphozyten und ca. 10 bis 30 % der B-Lymphozyten (Appleyard und Wilkie, 1998) entsprechen,
gelegt.

b) Mit Hilfe der Region 1 (R1) wurde im FCS-H/SSC-H die Lage der T- (und B-) Lymphozyten ermittelt

und die Region 2 (R2) festgelegt, die alle Zellen erfasst, die morphologisch (nach Grofe und
Granularitit) den T- (und B-) Lymphozyten entsprechen.

c¢) Die Zellen der Region 2 (R2) wurden in ein FSC-H/FITC-Diagramm iibertragen, um mittels der
Quadrantenbildung den Anteil der BrdU-positiven Zellen zu ermitteln.

Dargestellt wurde die Stimulation in Form eines Stimulationsindexes SI, der nach folgender
Formel errechnet wurde:

% proliferierter Zellen (mit Mitogenbehandlung)
SI =

% proliferierter Zellen (ohne Mitogenbehandlung)
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3.11.2.5 Phagozytoseaktivitit von Monozyten und Granulozyten im peripheren Blut

Die Untersuchung der Phagozytoseleistung der Granulozyten und Monozyten wurde mittels
des Testkits Phagotest® (Orpegen Pharma, Heidelberg, Deutschland) durchgefiihrt. Als
Probenmaterial wurde heparinisiertes Vollblut genutzt. Pro Tier wurden je 3 Ansitze zu je
100 ul Vollblut bereitgestellt, wobei ein Ansatz als Negativkontrolle fungierte. Auf diese
Blutproben wurde 20 ul eisgekiihlte, FITC-markierte E. coli-Suspension gegeben und gut
durchmischt. Wihrend die Negativkontrolle auf Eis gehalten wurde, wurden die beiden
Testansitze fiir 10 Minuten bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. Um die Phagozytoseaktivitit
zu stoppen, wurde allen Ansdtzen 100 ul eisgekiihlte Quenchlosung zugegeben. Danach
wurden die Ansdtze zweimal nacheinander mit einer eiskalten Waschlosung behandelt,
zentrifugiert (5 Minuten, 4 °C, 250xg) und der Uberstand dekantiert. Um die in den Proben
vorhandenen Erythrozyten zu entfernen, wurde den Proben eine Lyselosung zugefiigt und 20
Minuten inkubiert. Nach erneutem Waschen und Abzentrifugieren (5 Minuten, 4 °C, 250xg)
wurden den Proben 200 ul einer DNA-Farbelosung zugegeben und fiir 10 Minuten auf Eis
inkubiert. Danach wurden die Proben durchflusszytometrisch gemessen.

Auswertung der Phagozytoseaktivitit

Auch die Phagozytoseleistung der Granulozyten und Monozyten wurde mit dem
Computerprogramm CellQuest pro® (Becton Dickinson Bioscience, San José, USA)
ausgewertet. Dafiir wurden zuerst anhand der Grofle (FSC-H) und Granularitiat (SSC-H) die
Bereiche der Granulozyten, Monozyten, Lymphozyten und der Zellreste (Debris) differenziert
(Abbildung 15a). Anschlieend wurden die Regionen der Granulozyten und der Monozyten
festgelegt und einzeln in einem Histogramm (FITC'Fille/Anzahl der gezihlten Fille)
analysiert. Da die Kontrollproben, die bei 4 °C statt 37 °C mit den FITC-markierten E. coli
inkubiert wurden, immer eine gewisse FITC-Fluoreszenz aufwiesen, wurden zunichst die
Histogramme fiir die Kontrollproben gebildet und eine Markierung (M1) iiber deren
Fluoreszenz gesetzt, von der angenommen wurde, dass sie nicht durch Phagozytose
verursacht wurde (Abbildung 15b). Bei der Analyse der Testansidtze wurde eine dariiber
liegende zweite Markierung (M2) festgelegt, die den Bereich der stirkeren
Fluoreszenzintensitdat umfasst, die als Phagozytoseaktivitiat gewertet wurde (Abbildung 15¢).
Mittels dieser Auswertung wurde sowohl der prozentuale Anteil der phagozytierenden Zellen
bestimmt als auch die mittlere Fluoreszenz, die die Anzahl der aufgenommenen Bakterien pro
Leukozyt widerspiegelt.
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Abbildung 15: Zweiparameterdarstellung im Density Plot (a) und im Histogramm (b, ¢) zur

Beurteilung der Phagozytoseaktivitit der Granulozyten und Monozyten

a) Anhand der morphologischen Eigenschaften der weilen Blutzellen wurden die Granulozyten (G),
Monozyten (M), Lymphozyten (L) und die Zelltrimmer (Debris, D) differenziert. Die Regionen der
Granulozyten und der Monozyten wurden weiter fiir die Analysen im Histogramm genutzt.

b) In dem Histogramm wurde die FITC-Fluoreszenzstirke gegen die Anzahl der gezéhlten Zellen einer
Kontrollprobe, die bei 4 °C inkubiert wurde, aufgetragen. Mit M1 wurde der Bereich festgelegt, bis zu
welcher Fluoreszenzstirke noch nicht von einer phagozytosebedingten Fluoreszenz ausgegangen
wurde.

c¢) Das Histogramm (FITC-Fluoreszenzstiarke/Anzahl der gezéhlten Fille [Events]) zeigt die Ergebnisse
einer Versuchsprobe, die bei 37 °C inkubiert wurde. Die Phagozyten wurden in M2 zusammengefasst.

3.11.3 Messung der mRNA der Zytokine MIP18, IFNy, IL13, TNFo und MCP1 im
Ileumgewebe

Die Messung der Zytokine MIP1B (engl. macrophage inflammatory protein 1-beta), IFNy
(Interferon gamma), IL1J (Interleukin beta), TNFa (Tumornekrosefaktor alpha) und MCP1
(engl. monocyte chemoattractant protein) wurde von dem Institut fiir experimentelle
Endokrinologie der Charité Berlin durchgefiihrt. Die Messung erfolgte auf der Ebene der
mRNA mit Hilfe der quantitativen Real-Time-Polymerasekettenreaktion (QPCR).

Hierfiir wurden die im zweiten Versuchsdurchgang entnommenen Ileumgewebestiicke bei
minus 80 °C tiefgefroren. Die Gewebestiicke wurden darauthin in einer Kugelmiihle im
gefrorenen Zustand zerkleinert und homogenisiert. Aus dem homogenen Gewebepulver
wurde die Gesamt-RNA isoliert (Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Extraktion; Trifast).
1 pg RNA wurde mittels reverser Transkription (RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis
Kit, Fermentas) in cDNA (engl. complementary DNA) umgeschrieben und anschlieend nach
entsprechender Verdiinnung (1:10) in die qPCR-Reaktion eingesetzt. Fiir die Auswertung der
resultierenden Cr-Werte (s. Kapitel 3.9.3.2) kam die Software REST (engl. relative
expression software tool) zur Anwendung (Pfaffl et al., 2002). Ermittelt wurden die relativen
Transkriptregulationen der gezeigten Gene jeweils in Bezug auf die Kontrollgruppe. Die
Ergebnisse wurden auf das housekeeping-gene Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH) normalisiert. Samtliche fiir die qPCR verwendeten Primer wurden nach einem
festen Schema erstellt. Die Referenzsequenzen wurden aus der US-amerikanischen Genbank
(NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) kopiert und in das Online-Tool Primer3
(http://www .bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi)  kopiert. Unter den
Algorithmus-Spezifikationen wurde eine optimale Fragmentldnge von 100-300 bp sowie eine
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optimale Schmelztemperatur von 58 °C und eine optimale Primerldnge von 22 bp gewihlt.
Diese Primersequenzen sind in der Tabelle 25 dargestellt.

Tabelle 25: Primersequenzen zur Bestimmung der mRNA der Zytokine MIP1f, IFNy, IL1§,
TNFo und MCP1

Zytokin Fw-Primer Rev-Primer Produkt NCBIAC
MIP1p AGCAAGACCATGAAGCTCTG GCTGCTGGTCTCATAGTAATCAG 177bp  NM_213779
IFNy ATGTACCTAATGGTGGACCTCTT CTACCGGAATTTTAATCAGCTTT 240bp  NM_213948
IL1p GGGAAAGAATCTGTACCTGTCTT TCGAATTCAACTCTGTTCTTGAT 150bp  NM_214055
TNFa CATCGTCTCAAACCTCAGATAAG ACCTGGGAGTAGATGAGGTACAG 175bp NM_214022
MCP1 CCTAAAGAAGCAGTGATCTTCAA GAGGGTATTTAGGGCAAGTTAGA 191bp NM_214214

Fw = forward (vorwirts), Rev = reverse (riickwirts)

3.12 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Statistikprogramm SPSS 15.0 (SPSS Inc.,
Chicago, Illinois, USA). Es wurde das arithmetische Mittel sowie die Standardabweichung als
MaB fiir die Streuung berechnet. Fiir einige Daten wurde aufgrund einer sehr hohen Streuung
der Median, das Minimum und Maximum ermittelt. Die Daten wurden mit Hilfe des
Kolmogorow-Smirnow-Test (mit Signifikanzkorrektur nach Lilliefors) auf Normalverteilung
tiberpriift. Bei normalverteilten Daten wurde eine Varianzanalyse (engl. analysis of variance
[ANOVA]) durchgefiihrt und als Post-Hoc-Test der Bonferroni-Test angewandt. Die
immunologischen Parameter wurden mit dem Mann-Whitney-Test ausgewertet, da sie nicht
normalverteilt waren.

Die Uberschreitungswahrscheinlichkeit (p-Wert) wurde mit p < 0,01 als hoch signifikant, p <
0,05 als signifikant und mit p < 0,10 als tendenziell angesehen.
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4. Ergebnisse

4.1 Leistungsparameter

4.1.1 Gesundheitsbeurteilung

Es wurden wihrend beiden Versuchsdurchliufen keine gravierenden gesundheitlichen
Auffilligkeiten und kein Durchfall bei den Ferkeln beobachtet.

Versuchsreihe 1:

Beim ersten Versuchsdurchgang musste den Ferkeln einer Untergruppe der Kontrollgruppe A
das Futter am zweiten Tag in feuchter Form angeboten werden, da sie das geschrotete
Trockenfutter nicht annahmen. Ab dem dritten Versuchstag nahmen sie es schlielich
eigenstindig auf. Diese Ferkel blieben im Vergleich zu den anderen Ferkeln der
Kontrollgruppe wihrend der gesamten Versuchszeit in ihrer Lebendmasseentwicklung
geringfiigig, jedoch nicht signifikant, zuriick. Insgesamt zeigte sich in der Kontrollgruppe
iiber den gesamten Versuchsverlauf eine groB3e Streuung der Lebendmasse. Sowohl in der mit
den freien mkFs gefiitterten Versuchsgruppe B als auch in der Versuchsgruppe C, der die
gecoateten mkFs zugefiihrt wurde, waren keine Auffilligkeiten wihrend der ersten
Versuchsreihe zu bemerken. Nur die Streuung der Lebendmasse war numerisch geringer als
in der Kontrollgruppe.

Versuchsreihe 2:

Es gab erneut in einer der Untergruppen der Kontrollgruppe am ersten Tag Probleme mit der
Futteraufnahme. Diese Ferkel wurden daher zunidchst mit angefeuchtetem Futter zur
Futteraufnahme animiert. Ab dem zweiten Tag nahmen sie das Futter in trockener,
geschroteter Form selbst auf. Auch hier war in der Kontrollgruppe im Vergleich zu den
Versuchsgruppen eine deutlichere Inhomogenitit der Lebendmassen festzustellen. In der
Gruppe B war iiber den gesamten Zeitraum des Versuches ein Ferkel auffillig, das schon mit
dem geringsten Einstallgewicht in die Gruppe kam. Dieses Ferkel machte in den ersten Tagen
einen dehydrierten Eindruck und hatte Untertemperatur. Der Zustand verbesserte sich zwar
taglich, aber es konnte wihrend der Versuchslaufzeit das Entwicklungsdefizit nicht
ausgleichen.

Da neben den beschriebenen Besonderheiten in beiden Versuchsreihen keine weiteren
Auffilligkeiten und Gruppenunterschiede anhand der Bewertungskriterien erfasst wurden,
werden die Daten hier nicht dargestellt.

4.1.2 Lebendmasse und Lebendmassezunahme

Die Ferkel wurden anhand ihrer Lebendmasse auf die Gruppen verteilt. Da die
Eingangsgewichte der Ferkel eine Spanne von 3,85 kg bis 6,23 kg aufwiesen, waren in jeder
Gruppe gleichmiBig sowohl schwerere als auch leichtere Ferkel vertreten.

In der ersten Woche kam es bei allen Gruppen zu geringen Verlusten (Gruppen A und B)
bzw. einer Stagnation der Lebendmasse (Gruppe C). In den folgenden 2,5 Versuchswochen
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stieg in allen Gruppen die Lebendmasse an, wobei der Mittelwert der Kontrollgruppe am 25.
Fiitterungstag vergleichbar zu dem der beiden Versuchsgruppen war (p > 0,1) (Tabelle 26).
Die Ferkel mit einem geringen FEinstallgewicht hatten, unabhingig von ihrer
Gruppenzugehorigkeit, eine geringere Zunahme als die schwereren Ferkel. Die mittlere
tagliche Zunahme zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den Fiitterungsgruppen
(Tabelle 27).

Tabelle 26: Mittlere Lebendmasse (kg) der Ferkel der drei Fiitterungsgruppen wihrend der
25tdgigen Fiitterungszeit

Gruppe
A (n'=12) B n=12) Cmh=12)
Einstallen 4,62% (+0,68) 4,57 (+0,56) 4,47 (20,44)
1.Woche 4,51 (+0,87) 4,39 (+0,66) 4,55 (+0,72)
2.Woche 5,49 (%1,33) 5,41 (20,77) 5,73 (1,09)
3.Woche 7,68 (£1,97) 7,38 (x£1,27) 7,65 (x£1,59)
25.Tag 9,25 (£2,30) 8,79 (x1,63) 9,00 (x1,74)

" Anzahl der giiltigen Fille, * arithmetisches Mittel (+ Standardabweichung)

Tabelle 27: Mittlere wochentliche Lebendmassezunahme (kg) der Ferkel der drei

Fiitterungsgruppen

Gruppe
A (n'=12) B (n=12) Cm=12)

1.Woche -0,1 1? (20,43) -0,18 (+0,29) 0,08 (x0,45)

2.Woche 0,98 (+0,63) 1,02 (+0,35) 1,18 (+0,50)

3.Woche 2,19 (x0,77) 1,98 (+0,58) 1,92 (+0,60)
21.bis 25. Tag 1,57 (x0,54) 1,40 (+1,17) 1,24 (+0,48)

mittlere 0,19 (+0,07) 0,17 (0,05) 0,18 (0,06)
Tageszunahme

" Anzahl der giiltigen Fille, > arithmetisches Mittel (+ Standardabweichung)

4.1.3 Futteraufnahme und Futteraufwand

Die mittlere tdgliche Futteraufnahme je Tier wurde rechnerisch ermittelt und konnte nicht
statistisch ausgewertet werden, da nur die tdgliche Futteraufnahme der Gesamtgruppe
gemessen werden konnte. Dabei fiel auf, dass die errechnete mittlere tégliche
Einzeltierfutteraufnahme in den Versuchsgruppen B und C hoher lag als die der
Kontrollgruppe (Tabelle 28).
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Tabelle 28: Rechnerisch ermittelte mittlere tidgliche Einzeltierfutterautnahme (g) der drei
Fiitterungsgruppen fiir die einzelnen Wochen und fiir die gesamte Fiitterungsphase

Gruppe
A B C
1. Woche 84,2 92,6 123
2.Woche 257 322 347
3. Woche 508 535 535
21. bis 25. Tag 634 630 652
mittlere tdagliche Futteraufnahme 107 356 187

pro Tier [g]

Aus der mittleren Futteraufnahme und der mittleren Lebendmassezunahme lie3 sich der
Futteraufwand (kg Futter je kg Lebendmassezunahme) ermitteln. Auch hier konnte aufgrund
der fehlenden exakten Einzeltierfutteraufnahme keine statistische Auswertung erfolgen. Der
Futteraufwand der Kontrollgruppe lag numerisch im Mittel in der zweiten und dritten
Fiitterungswoche unterhalb der Werte der Versuchsgruppen B und C. In den letzten Tagen des
Versuches lag der Futteraufwand der Gruppe C unter dem der Kontrollgruppe. Der
Futteraufwand in den einzelnen Wochen ist in der Tabelle 29 zusammengefasst.

Tabelle 29: Futteraufwand der Fiitterungsgruppen in den einzelnen Versuchswochen und im
Gesamtversuchszeitraum

Gruppe
A B C
2.Woche 1,84 2,21 2,06
3.Woche 1,62 1,89 2,11
21.bis 25.Tag 1,21 1,35 1,06
Gesamtversuch 1,69 2,03 2,05

4.2 pH-Wert, Trockensubstanz und scheinbare praecaecale Verdaulichkeit

4.2.1 pH-Wert der Digesta

Auffillig war in allen drei Fiitterungsgruppen der hohe pH-Wert in der Magendigesta.
Zwischen den Gruppen waren in allen Abschnitten des GI-Trakts nur sehr geringe
Schwankungen des pH-Werts festzustellen (Tabelle 30). Die geringe Probenanzahl des
proximalen Jejunums (D1) erklért sich dadurch, dass in diesem Bereich nicht bei jedem Tier
Digesta vorhanden war.
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Tabelle 30: pH-Wert der Digesta der verschiedenen Lokalisationen des GI-Trakts

Gruppe
A@n'=12) B (n=12) Cmh=12)

Magen 4,937 (+0,59) 4,82 (+0,70) 5,13 (+0,78)
DI 6,02% (+0,45) 5,907 (+0,34) 5,847 (x0,73)
D2 6,85 (+0,28) 6,84" (+0,28) 6,77 (+0,29)
D3 7,20 (+0,25) 7,17 (x0,45) 7,09 (x0,35)
Caecum 5,86 (£0,46) 5,88 (0,46) 5,81 (0,36)
Colon 6,47 (x0,72) 6,55 (x0,64) 6,53 (x0,70)

' Anzahl der giiltigen Fille, 2 = arithmetisches Mittel (+ Standardabweichung); ‘n= 6:“n=8:>n=11
D1 = vorderes Jejunumdrittel, D2 = mittleres Jejunumdrittel, D3 = hinteres Jejunumdrittel

4.2.2 Trockensubstanzgehalt der Digesta

Der Trockensubstanzgehalt der Digesta der verschiedenen Lokalisationen des GI-Trakts
zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei Fiitterungsgruppen (Tabelle 31).

Tabelle 31: Trockensubstanzgehalt (% der urspriinglichen Substanz) der Digesta der
verschiedenen Lokalisationen des GI-Trakts

Gruppe
A@n'=12) B (n=12) Cmh=12)

Magen 30,47 (£2,75) 29,6 (+4,33) 30,7 (£6,09)
DI 15,2° (+5,08) 15,3% (+8,43) 11,4* (+4,07)
D2 16,7 (+4,80) 18,1 (+2,84) 16,7 (+2,95)
D3 17,3 (£2,55) 17,2 (£2,43) 16,4 (x1,97)
Caecum 16,6° (+1,64) 16,5 (x1,79) 17,2 (£3,22)
Colon 23,9 (+4,05) 24,0 (+4,25) 23,1 (+4,58)

"= Anzahl der giiltigen Fille, * = arithmetisches Mittel (£ Standardabweichung) ‘n= 4, *n= 6; n= 7, ®h=11
D1 = proximales Jejunumdrittel, D2 = mittleres Jejunumdrittel, D3 = distales Jejunumdrittel

4.2.3 Scheinbare praecaecale Verdaulichkeit der Rohasche, des Rohproteins und der
Mineralstoffe Kalzium und Phosphor

Die scheinbare praecaecale Verdaulichkeit wurde aus der Digesta des distalen Jejunumdrittels
(D3) mittels Markermethode bestimmt. Es war bei den untersuchten Parametern eine hohere
mittlere scheinbare praecaecale Verdaulichkeit in den beiden Versuchsgruppen als in der
Kontrollgruppe festzustellen. Diese Unterschiede waren aber lediglich fiir das Rohprotein fiir
die Gruppe C im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant (p = 0,028), fiir Gruppe B im
Vergleich zur Kontrollgruppe war nur eine tendenzielle Differenz vorhanden (p = 0,063)
(Tabelle 32).

Die hohe Verdaulichkeit des Phosphors in allen drei Gruppen entstand vermutlich durch die
Zugabe einer Phytase zum Ferkelaufzuchtfutter.
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Tabelle 32: Scheinbare praecaecale Verdaulichkeit der Rohasche, des Rohproteins, des
Kalziums und des Phosphors (% der Digesta (TS)) im distalen Jejunum (D3)

Gruppe
A (n'=12) B n=12) Cmh=12)
Rohasche 48,1%* (£11,9) 53,2 (+6,14) 55,1 (+5,99)
Rohprotein 63,9° (+5,33) 71,1 (6,62)™ 72,1 (+8.85)"
Kalzium 494 (+18,4) 53,9 (x12,2) 54,8 (£12,8)
Phosphor 55,2 (x14,7) 59,3 (£7,21) 64,6 (+7,57)

"= Anzahl der giiltigen Fille, % = arithmetisches Mittel (£ Standardabweichung); ‘n=1 1; *h=10
Die unterschiedlichen Indizes (a, b) zeigen signifikante Unterschiede (p < 0,05) an.

4.3 Mikro- und molekularbiologische Parameter

4.3.1 Quantitative Lebendkeimzahlbestimmung im distalen Jejunum und im Caecum

4.3.1.1 Nachweis von coliformen Bakterien

In beiden Versuchsgruppen traten signifikant hoheren Keimzahlen der coliformen Bakterien
in der Digesta aus D3 auf. Dabei waren die Coliformen in der Gruppe B (p = 0,027) und in
der Gruppe C (p = 0,002) zur Kontrollgruppe A erhoht. Zwischen den beiden
Versuchsgruppen zeigte sich kein Unterschied (Abbildung 16).

’g e Abbildung 16: Lebendkeimzahl
@ b der coliformen Bakterien als logo
a 87 ° 7804 koloniebildende Einheiten in 1 g
SJ 7394 b Digesta (uS) des hinteren Jejunums
VRS ° (D3), angeziichtet auf MacConkey-
& g Agar
g 6_6,06_ a L Dargestellt sind die Einzelwerte der
3 ° untersuchten Ferkel und das arithmetische
M S Mittel der Gruppen (schwarzer Strich).
g 5 Die unterschiedlichen Indizes (a, b) zeigen
5 signifikante Unterschiede (p < 0,05) der
= logarithmierten Daten an.
S 4-

A B C

Gruppe

Dagegen zeigten die Keimzahlen der coliformen Bakterien in der Digesta des Caecums keine
Unterschiede zwischen den einzelnen Fiitterungsgruppen (Tabelle 33).

Tabelle 33: Lebendkeimzahl der coliformen Bakterien (log;o koloniebildende Einheiten in 1g
Digesta (uS)) des Caecums, angeziichtet auf MacConkey-Agar

Gruppe
A@'=38) B (n=9) Cmn=9
Coliforme 7,27% (+0,67) 7,54 (£0,80) 8,01 (+0,71)

" Anzahl der giiltigen Fiille, > arithmetisches Mittel (+ Standardabweichung)

66



Ergebnisse

4.3.1.2 Nachweis der aeroben Gesamtkeimzahl

In der Digesta aus D3 ergab sich zwar fiir die Kontrollgruppe A ein numerisch geringerer
Mittelwert als bei den anderen Gruppen (Tabelle 34). Dieser Unterschied war jedoch fiir die
Gruppe B nicht statistisch abzusichern und fiir Gruppe C lediglich tendenziell (p = 0,051).

Tabelle 34: Aerobe Gesamtkeimzahl (log;o koloniebildende Einheiten in 1g Digesta (uS)) des
distalen Jejunumdrittels, angeziichtet auf Plate-Count-Agar

Gruppe
A (n'=8) B®n=9) Cmn=9)
Aerob
erone 6,287 (+2,29) 7,84 (£1,59) 8,32 (+0,73)
Gesamtkeimzahl

' Anzahl der giiltigen Fille, * arithmetisches Mittel (+ Standardabweichung)

Bei der aeroben Gesamtkeimzahl der Caecumdigesta waren keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Gruppen festzustellen (Tabelle 35).

Tabelle 35: Aerobe Gesamtkeimzahl (log;o koloniebildende Einheiten in 1g Digesta (uS)) des
Caecums, angeziichtet auf Plate-Count-Agar

Gruppe
A (n'=38) Bn=9) Cm=9)
Aerob
erone 8,427 (+0,67) 8,20 (+1,67) 8,83 (+0,45)
Gesamtkeimzahl

" Anzahl der giiltigen Fille, * arithmetisches Mittel (+ Standardabweichung)

4.3.1.3 Nachweis der anaeroben Gesamtkeimzahl

Die anaerobe Gesamtkeimzahl der Kontrollgruppe A war in der Digesta aus D3 tendenziell
geringer als die der Gruppe B (p = 0,061) und C (p = 0,082) (Tabelle 36).

Tabelle 36: Anaerobe Gesamtkeimzahl (log;o koloniebildende Einheiten in 1g Digesta (uS))
des distalen Jejunumdrittels, angeziichtet auf Columbia-Blutagar

Gruppe
A (n'=38) Bn=9) Cm=9)
A b
Nacrobe 7242 (+1,06) 8,28 (+0,86) 8,22 (+0,64)
Gesamtkeimzahl

" Anzahl der giiltigen Fiille, * arithmetisches Mittel (+ Standardabweichung)
Die Bestimmung der anaeroben Gesamtkeimzahl der Caecumdigesta zeigte, wie schon die
anderen Anziichtungsverfahren, keine Unterschiede zwischen den Gruppen (Tabelle 37).

Tabelle 37: Anaerobe Gesamtkeimzahl (log;o koloniebildende Einheiten in 1g Digesta (uS))
des Caecums, angeziichtet auf Columbia-Blutagar

Gruppe
A@n'=12) B n=12) Cm=12)
A b
naerobe 9.52% (+0.53) 9,70 (0,50) 9,62 (20,33)
Gesamtkeimzahl

" Anzahl der giiltigen Fille, > arithmetisches Mittel (+ Standardabweichung)

67



Ergebnisse

4.3.2 Bakterielle Metaboliten

4.3.2.1 Kurzkettige Fettsduren

Die Gesamtkonzentration der kurzkettigen Fettsduren in der Digesta der einzelnen
Darmabschnitte zeigte keine Unterschiede zwischen den Gruppen (Tabelle 38). Es fiel jedoch
auf, dass im Magen die mittlere Konzentration kurzkettiger Fettsduren in der Kontrollgruppe
numerisch hoher lag als in den Versuchsgruppen, wogegen sich dieses Ergebnis im distalen
Jejunum umkehrte und eine hohere Gesamtkonzentration in den beiden Versuchsgruppen
messbar war.

Tabelle 38: Gesamtkonzentration der kurzkettigen Fettsduren (mmol/kg Digesta (uS)) in der
Digesta der verschiedenen Lokalisationen des GI-Trakts

Gruppe
A (n'=12) B n=12) Cmh=12)
Magen 9,28 (£7,45) 7,33 (£6,26) 6,07 (£2,53)
D2 1,12° (£0,41) 1,46 (x1,30) 1,09 (0,60)
D3 6,22 (£5,34) 10,3 (£6,02) 8,52 (£5,38)
Caecum 135 (£39,8) 127 (£39,9) 135 (£23,6)

" Anzahl der giiltigen Fiille, * arithmetisches Mittel (+ Standardabweichung), n = 11
D2 = mittleres Jejunumdrittel, D3 = distales Jejunumdrittel;

Bei der Betrachtung des prozentualen Anteils der einzelnen kurzkettigen Fettsduren in Bezug
auf die Gesamtkonzentration (Tabelle 39) fiel in D2 ein tendenziell (p = 0,095) geringerer
Anteil der Propionséure in der Gruppe B im Vergleich zur Kontrollgruppe A auf. In D3 zeigte
sich ein tendenziell (p = 0,074) hoherer Anteil an Essigsdure in der Gruppe C bezogen auf
Gruppe A. Dagegen war der Anteil der Propionsédure in Gruppe C tendenziell geringer als in
der Kontrollgruppe A (p = 0,086) und Gruppe B (p = 0,096).
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Tabelle 39: Prozentualer Anteil der einzelnen kurzkettigen Fettsduren in Bezug auf die

Gesamtmenge in der Digesta (uS) der verschiedenen Lokalisationen des GI-Trakts

Gruppe
A@n'=12) B n=12) Cmh=12)

M Essigsiure 76,42 (£5,03) 74,7 (£5,73) 75,4 (£3,63)
Propionsédure 14,2 (+6,43) 13,0 (£6,58) 14,3 (+4,78)
i-Buttersiure 1,02 (£0,49) 1,45 (x0,80) 0,92 (£0,43)
n-Buttersiure 0,65 (£0,32) 2,51 (£3,81) 1,57 (+1,66)
i-Valeriansiure 2,04 (£1,61) 2,20 (+1,38) 3,00 (£2,11)
n-Valeriansidure 5,72 (£3,65) 6,24 (£3,17) 5,00 (x1,66)

D2 Essigsiure 46,3° (£15,6) 53,9 (29,12) 52,9° (£11,2)
Propionsiure 14,9° (£7,30) 7,80 (+8,63) 9,56 (£5,65)
i-Buttersiure 8,27° (+4,51) 10,8 (£3,77) 9,12 (26,31)
n-Buttersiure 10,9° (26,81) 9,46 (£6,01) 9,38” (£5,00)
i-Valeriansiure 13,5 (£5,40) 11,9 (x4,38) 13,8 (£3,18)
n-Valeriansiure 6,17° (£2,43) 6,05 (£2,70) 5.27° (£1,23)

D3 Essigsiure 73,7 (£19,2) 82,1 (12,7) 87,7 (+10,6)
Propionsédure 7,81 (£4,90) 7,73 (£5,17) 3,69 (£2,77)
i-Buttersiure 3,11 (£2,60) 1,89 (£1,52) 1,58 (£1,21)
n-Buttersiure 6,22 (+5,00) 3,58 (+2,86) 2,66 (+4,00)
i-Valeriansdure 5,79 (£5,38) 2,45 (£2,76) 2,84 (£2,85)
n-Valeriansidure 3,39 (£2,81) 2,24 (£3,50) 1,50 (£1,41)

Cae Essigsiure 55,8 (#4,94) 58,3 (11,9) 54,9 (£3,90)
Propionsiure 27,8 (£3,35) 25,5 (+8,54) 29,4 (£5,22)
i-Buttersaure 0,58 (+0,33) 0,60 (+0,28) 0,62 (+0,30)
n-Buttersiure 13,4 (£3,57) 13,2 (£5,06) 12,6 (£2,68)
i-Valeriansiure 0,52 (£0,43) 0,63 (+0,28) 0,60 (£0,33)
n-Valeriansiure 1,89 (+0,72) 1,74 (£0,87) 1,84 (+0,84)

" Anzahl der giiltigen Fille, * arithmetisches Mittel (+ Standardabweichung), *n =11
M = Magen, D2 = mittleres Jejunumdrittel, D3 = hinteres Jejunumdrittel, Cae = Caecum

4.3.2.2 D- und L-Laktat

Die Laktatgehalte zeigten sowohl zwischen allen drei Gruppen als auch Darmlokalisationen
starke tierindividuelle Schwankungen, die sich deutlich in den hohen Standardabweichungen
widerspiegeln (Tabelle 40).

Die D- und L-Laktatgehalte im Magen waren in der Gruppe A im Mittel etwas hoher als die
der Versuchsgruppen, jedoch nicht signifikant. Die D-Laktat-Gehalte in den Lokalisationen
D2 und D3 lagen bei allen Tieren unterhalb der Nachweisgrenze des Testkits. Auch der
Gehalt an L-Laktat war in D2 in allen Gruppen @uflerst gering und es zeigten sich nur geringe
Unterschiede zwischen den Gruppen. Im Abschnitt D3 war in der Kontrollgruppe numerisch
eine geringere Menge an L-Laktat nachweisbar als in den Versuchsgruppen, wobei auch
dieser Unterschied nicht signifikant war. In den Digesta-Proben des Caecums waren grof3e
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tierindividuelle Unterschiede zu sehen. Dabei war ein numerisch hoherer Laktatgehalt in der
Gruppe C zu erkennen.

Tabelle 40: Anteil des D- und L-Laktats (mmol/kg Digesta (uS)) der Digesta-Proben der
verschiedenen Lokalisationen des GI-Trakts

Gruppe
A@n'=12) B n=12) Cmh=12)

Magen  D-Laktat 6,76% (+6,40) 5,73 (£7,23) 5,18 (+4,95)
L-Laktat 8,47 (£4,45) 6,55 (£3,80) 6,67 (£2,43)

D2 L-Laktat 0,80 (x0,33) 0,80 (£0,21) 0,71 (x0,20)
D3 L-Laktat 9,93 (+6,36) 13,2° (£7,34) 14,2 (+4,95)
Caecum  D-Laktat 1,78 (+1,80) 1,80 (£2,99) 5,00 (£5,47)
L-Laktat 2,71 (£2,60) 2,00 (£3,09) 5,04 (£5,08)

" Anzahl der giiltigen Fille, * arithmetisches Mittel (+ Standardabweichung); °n =11
D2 = mittleres Jejunumdrittel, D3 = hinteres Jejunumdrittel

4.3.2.3 Ammonium

Die Ammoniumgehalte in den Digesta-Proben des Magens und des Caecums zeigten keine
signifikanten Unterschiede zwischen den drei Gruppen. Es fiel jedoch auf, dass, dhnlich wie
bei den anderen bakteriellen Metaboliten (kurzkettige Fettsduren und Laktat), der mittlere
Gehalt an Ammonium im Magen in der Kontrollgruppe numerisch hoher lag als in den
Versuchsgruppen. In D2 waren in der Gruppe C signifikant hohere Ammoniumgehalte
nachweisbar als in Gruppe A (p = 0,020) und Gruppe B (p < 0,001), wobei die
Ammoniummengen in der Gruppe B zusitzlich signifikant kleiner waren als in der
Kontrollgruppe (p = 0,013). In D3 war dagegen in der Kontrollgruppe A hoch signifikant
weniger Ammonium als in den Gruppen B (p < 0,001) und C (p < 0,001) nachzuweisen.

Die Ammoniumgehalte der Digesta der verschiedenen Lokalisationen sind in der Abbildung
17 zusammengefasst.
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Abbildung 17: Ammoniumgehalt (mmol/kg Digesta (uS)) in der Digesta der verschiedenen
Lokalisationen des GI-Trakts

D2 = mittleres Jejunumdrittel, D3 = distales Jejunumdrittel
Dargestellt sind das arithmetische Mittel und die Standardabweichung. Die unterschiedlichen Indizes (a, b)
zeigen signifikante Unterschiede (p < 0,05) an.

4.3.3 Quantifizierung der Eubakterien, Laktobazillen und Escherichia ssp. in der
Magendigesta mittels gPCR

Es wurden mittels qPCR die Konzentration der Eubakterien, Laktobazillen und Escherichia
ssp. in den Digesta-Proben des Magens ermittelt.

Bei der Bestimmung der Eubakterienkonzentration wurde ein signifikant hoherer Gehalt in
der Gruppe C im Vergleich zur Kontrollgruppe nachgewiesen (p = 0,034). Die Anzahl der
Laktobazillen im Magen zeigte keinen Unterschied zwischen den drei Fiitterungsgruppen. Bei
der Messung der Escherichia ssp. lagen in der Kontrollgruppe nur 2 Tiere und in der Gruppe
B nur 1 Tier liber dem Detektionslimit, wogegen in Gruppe C fiir 11 Tiere Daten oberhalb der
Detektionsgrenze ermittelt wurden. Um diese Ergebnisse statistisch auswerten zu konnen,
wurde fiir alle nicht detektierbaren Daten der Wert log;¢/g Digesta mit 2 festgelegt, da sich die
Detektionsgrenze bei einem Wert von 2,5 logjo/g Digesta befand. Unter Beriicksichtigung
dieser Werte ergab sich eine signifikant hohere Konzentration an Escherichia ssp. in der
Gruppe C im Vergleich zur Kontrollgruppe (p = 0,009) und zur Gruppe B (p = 0,010). Die
Ergebnisse sind in der Abbildung 18 zusammengefasst.
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Fiitterungsgruppe
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Eubakterien Laktobazillen Escherichiassp. :

Abbildung 18: Eubakterien, Laktobazillen und Escherichia ssp. (log;o/g Digesta (uS)) in der
Digesta des Magens, gemessen mittels gPCR

Dargestellt sind das arithmetische Mittel und die Standardabweichung. Die unterschiedlichen Indizes (a, b)
zeigen signifikante Unterschiede (p < 0,05) an.

¥ = Keine statistisch eindeutige Analyse moglich, da in Gruppe A und B der groBte Teil der Analysen unter der
Detektionsgrenze lag. Fiir die hier aufgefiihrte statistische Analyse wurde den nicht detektierbaren Daten der
Wert log;o= 2 zugeschrieben.

4.4 Gaschromatographische Analysen der mittel- und langkettigen Fettsiuren

4.4.1 Capryl- und Caprinsiure in der Digesta

Die den Versuchsgruppen iiber das Futter zugefiihrten mittelkettigen Fettsduren Caprylsidure
(C8:0) und Caprinsdure (C10:0) waren in der Digesta des Magens deutlich stirker in den
Versuchsgruppen prisent. Es waren in Bezug zur Kontrollgruppe sowohl in der Gruppe B als
auch in der Gruppe C mehr Caprylsdure (A zu B: p = 0,008; A zu C: p = 0,001) und
Caprinsdure (A zu B: p < 0,001; A zu C: p = 0,003) nachweisbar. Die Gehalte beider
Fettsduren im proximalen und mittleren Jejunum waren nicht signifikant unterschiedlich. Im
distalen Jejunum konnte hingegen bei Gruppe C ein hoherer Gehalt an Caprylsdure im
Vergleich zur Kontrollgruppe (p = 0,009) und in Bezug auf Gruppe B ein tendenziell hoherer
Gehalt (p = 0,091) nachgewiesen werden. Im Caecum zeigte sich dagegen in der Gruppe B im
Vergleich zur Kontrollgruppe ein hoherer Gehalt an Caprinsédure (p = 0,006). Die Caprylsdure
war in diesem Darmabschnitt in Gruppe C tendenziell hoher als in der Kontrollgruppe (p =
0,080). Die mittleren Gehalte fiir Capryl- und Caprinsdure sind in den Abbildungen 19 und 20
fiir die verschiedenen Lokalisationen des GI-Trakts zusammengefasst.
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Abbildung 19: Caprylsdure (C8:0) (g/kg Digesta (uS)) in der Digesta der verschiedenen

Lokalisationen des GI-Trakts

D1 = proximales Jejunumdrittel, D2 = mittleres Jejunumdrittel, D3 = distales Jejunumdrittel, Cae = Caecum
Dargestellt sind das arithmetische Mittel und die Standardabweichung. Die unterschiedlichen Indizes (a, b)
zeigen signifikante Unterschiede (p < 0,01) an.
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Abbildung 20: Caprinsidure (C10:0) (g/kg Digesta (uS)) in der Digesta der verschiedenen
Lokalisationen des GI-Trakts

D1 = proximales Jejunumdrittel, D2 = mittleres Jejunumdrittel, D3 = distales Jejunumdrittel, Cae = Caecum
Dargestellt sind das arithmetische Mittel und die Standardabweichung. Die unterschiedlichen Indizes (a, b)
zeigen signifikante Unterschiede (p < 0,01) an.

73



Ergebnisse

4.4.2 Langkettige Fettsiuren in der Digesta

Bei der Bestimmung der langkettigen Fettsduren fielen im proximalen und distalen Jejunum
signifikante Unterschiede zwischen den Fiitterungsgruppen auf (Tabelle 41). Im proximalen
Jejunum war die Palmitinsidurekonzentration (C16:0) bei Gruppe C geringer als in Gruppe B
(p = 0,043). Im distalen Jejunum war die Linolensdurekonzentration (C18:3) in der Gruppe B
(p < 0,001) und in der Gruppe C (p = 0,006) niedriger als in der Kontrollgruppe A. Die
anderen untersuchten langkettigen Fettsduren zeigten keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Fiitterungsgruppen.
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Tabelle 41: Langkettige Fettsduren (g/kg Digesta (uS)) in der Digesta der verschiedenen

Lokalisationen des GI-Trakts

Gruppe
A B C
M Cl12:0 8 1,53% (x0,38) 8 1,48 (£0,28) 7 1,36 (£0,40)
C14:0 8 0,50 (+0,13) 8 0,48 (+0,10) 7 0,45 (+0,14)
C16:0 8 1,79 (20,42) 8 1,81 (20,34) 7 1,75 (+0,45)
C18:0 8 1,10 (x0,30) 8 1,10 (20,22) 7 1,06 (+0,32)
C18:1 8 2,11 (x0,50) 8 2,20 (£0,41) 7 2,09 (0,51)
C18:2 8 4,30 (£0,92) 8 4,50 (+0,88) 7 4,27 (+0,90)
C183 8 0,58 (£0,14) 8 0,60 (+0,14) 7 0,57 (+0,13)
DI CI12:0 7 0,24 (x0,31) 3 0,16 (+£0,23) 5 0,09 (+0,10)
C14:0 7 0,09 (x0,11) 3 0,05 (+0,07) 5 0,04 (£0,04)
C16:0 7  048"®(=x047) 3 0,48% (+0,53) 6 0,23" (£0,25)
C18:0 7 0,33 (x0,32) 3 0,30 (+0,33) 6 0,16 (+0,17)
C18:1 7 0,53 (+0,57) 3 0,44 (+0,50) 6 0,23 (+0,26)
C182 7 1,07 (£1,18) 3 0,89 (+1,05) 6 0,46 (+0,52)
C183 7 0,13 (x0,16) 3 0,10 (x0,14) 5 0,06 (+0,06)
D2 CI20 9 0,32 (£0,27) 8 0,27 (+0,13) 9 0,18 (£0,05)
Cl14:0 9 0,14 (0,10) 8 0,12 (+0,06) 9 0,09 (+0,02)
Cl16:0 9 0,96 (+0,88) 8 0,72 (x0,29) 9 0,58 (+0,07)
C18:0 9 0,65 (+0,57) 8 0,48 (+0,20) 9 0,39 (+0,05)
Ci8:1 9 0,68 (+0,53) 8 0,54 (£0,22) 9 0,46 (+0,11)
Cl82 9 1,45 (£1,23) 8 1,17 (20,45) 9 0,96 (+0,20)
C183 9 0,20 (£0,18) 8 0,16 (+0,06) 9 0,12 (£0,04)
D3 CI2:0 12 0,18 (£0,08) 12 0,14 (+0,06) 12 0,14 (0,06)
Cl4:0 12 0,11 (x0,05) 12 0,11 (x0,04) 12 0,10 (+0,03)
Cl16:0 12 0,78 (£0,22) 12 0,80 (+0,23) 12 0,79 (x0,22)
C18:0 12 1,03(x1,52) 12 0,61 (x0,18) 12 0,58 (+0,18)
C18:1 12 0,46 (£0,18) 12 0,37 (+0,10) 12 0,41 (£0,11)
Cl82 12 0,87 (£0,32) 12 0,73 (x0,19) 12 0,84(0,23)
C18:3 12 0,18 (x0,05 12 0,09°(x0,03) 12 0,12 (20,05)

"= Anzahl der giiltigen Fille, * = arithmetisches Mittel (£ Standardabweichung);

M = Magen, D1 = proximales Jejunumdrittel, D2 = mittleres Jejunumdrittel, D3 = distales Jejunumdrittel

Die unterschiedlichen Indizes (a, b) zeigen signifikante Unterschiede (p < 0,05) an. )
Laurinsdure (C12:0), Myristinsdure (C14:0), Palmitinsdure (C16:0), Stearinsdure (C18:0), Olsdure (C18:1),

Linolsédure (C18:2) und Linolensédure (C18:3)
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4.5 Immunologische Parameter

4.5.1 Differentialblutbild und himatologische Untersuchungen

Die Blutparameter zeigten sowohl zu Beginn als auch zum Ende des Fiitterungsversuches
keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei Gruppen. Auffillig waren jedoch die
tierindividuellen Unterschiede innerhalb der einzelnen Gruppen, die sich in den grofen
Standardabweichungen widerspiegeln (Tabelle 42). In der zweiten Versuchsreihe wiesen die
Ferkel in allen drei Gruppen eine Anidmie auf, die durch eine verringerte
Erythrozytenkonzentration, einem gesenktem Hédmatokritwert und einem erniedrigtem
Héamoglobingehalt des Blutes gekennzeichnet war.
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4.5.2 Phinotypisierung der peripheren mononukleiren Blutzellen (PBMC)

CD4- und CD8-Expression

Bei der Betrachtung der CD4- und CDS8-Expression fielen deutliche tierindividuelle
Unterschiede auf. Den grofiten Anteil der durch CD4- und CD8-markierten Lymphozyten
innerhalb der PBMC-Population stellte in dem Zeitraum um den 48. Lebenstag der Ferkel die
CD4 CDS8*-Zellpopulation (zytotoxische T-Zellen und NK-Zellen) dar. Der Anteil der
CD4"CD8 -Zellen (T-Helferzellen) und der CD4"CD8*-Fraktion (Gedichtnis-T-Helferzellen)
war deutlich geringer (Tabelle 43).

Es zeigte sich in der Gruppe B eine tendenziell hohere relative Anzahl von CD4'CD8 -Zellen
im Vergleich zur Gruppe C (p = 0,065). Ansonsten konnten keine Unterschiede zwischen der
Kontrollgruppe und den Versuchsgruppen festgestellt werden.

Tabelle 43: Relativer Anteil der CD4- und CD8-positiven-Lymphozyten (%) des peripheren
Bluts der Ferkel am Totungstag

Gruppe
A@n'=12) B n=12) Cm=12)
CD4"CD§" 8,612 (1,40-17,6) 12,1 (4,92-24,9) 7,59 (2,03-25,2)
CDh4CD8" 26,4 (5,89-42,7) 26,9 (10,1-46,9) 22,0 (13,2-46,6)
CD4*CDs8* 5,35 (0,82-7,98) 5,06 (1,58-15,6) 5,40 (1,63-10,1)

' = Anzahl der giiltigen Fille, * = Median (Minimum-Maximum)

MHC II- und CD21- Expression

Den grofiten Anteil der durch MHC II- und CD21-markierten Zellpopulationen der PBMCs
nahm die MHC II'CD21 -Fraktion (antigenprisentierende Zellen) ein. Fast alle CD2I-
positiven Zellen zeigten zusitzlich eine MHC II-Expression (MHC II'CD21%, reife B-Zellen)
(Tabelle 44).

Auch bei diesen Zellpopulationen lagen starke tierindividuelle Schwankungen vor. In der
CD21- und MHC II-Expression konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen der
Kontrollgruppe und den Versuchsgruppen ermittelt werden.

Tabelle 44: Relativer Anteil der CD21- und MHC II-positiven Zellpopulationen (%) des
peripheren Bluts der Ferkel am Totungstag

Gruppe
A (n'=12) B (n=12) Cmh=12)
MHC II'CD21 29,7% (12,6-50,1) 31,4 (22,7-46,8) 33,8 (27,5-46,0)
MHC II'CD21" 0,01 (0,00-0,07) 0,00 (0,00-0,05) 0,00 (0,00-0,07)
MHC II'CD21* 10,3 (1,32-19,5) 8,72 (4,76-23,0) 9,25 (3,93-21,5)

' = Anzahl der giiltigen Fille, * = Median (Minimum-Maximum)
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4.5.3 Phinotypisierung der mononukleiren Zellen der Mesenteriallymphknoten

CD4- und CD8-Expression

Im Gegensatz zur CD4- und CDS8-Expression im peripheren Blut zeigte sich in den
Mesenteriallymphknoten ein deutlich hoherer relativer Anteil CD4"CD8-Zellen, die den
grofften Anteil der markierten T-Lymphozyten ausmachten. Der relative Anteil der CD4"
CD8"-Zellen war im Mesenteriallymphknoten deutlich geringer als im peripheren Blut,
wohingegen der relative Anteil der CD4"CD8"-Zellpopulation geringfiigig hoher als im Blut
war.

Auch in den Mesenteriallymphknoten machten sich starke Streuungen bemerkbar und es
lagen keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen vor (Tabelle 45).

Tabelle 45: Relativer Anteil der CD4- wund CDS8-Lymphozyten (%) der
Mesenteriallymphknoten der Ferkel am Totungstag

Gruppe
A@n'=12) B (n=12) Cm=12)
CD4"CD§" 20,12 (8,21-28,8) 22,6 (14,8-28,5) 21,5 (11,3-35,6)
CDh4CD8" 10,6 (5,27-15,0) 11,5 (5,33-19,8) 9,96 (0,34-15,1)
CD4"CDS8* 7,05 (3,15-13,9) 7,38 (3,95-9,85) 6,983 (1,41-10,7)

= Anzahl der giiltigen Fille, % = Median (Minimum-Maximum), °n = 11

MHC II- und CD21-Expression

Trotz starker tierindividueller Streuung der Expressionsdaten zeigte sich ein hoher relativer
Anteil MHC II'CD21"-Lymphozyten in den Mesenteriallymphknoten. Dieser war zudem
deutlich hoher als der im peripheren Blut. Eine etwas kleinere Fraktion bildeten die
MHC II"CD21-Zellen, die aber nur geringfiigig unter dem Anteil des peripheren Blutes
lagen. Fast alle CD21-positiven Zellen waren auch MHC II-positiv (Tabelle 46). Ein durch
die Fiitterung bedingter Unterschied konnte nicht festgestellt werden.

Tabelle 46: Relativer Anteil der CD21- und MHC II-positiven Zellpopulationen (%) der
Mesenteriallymphknoten der Ferkel am Totungstag

Gruppe
A@n'=12) B n=12) Cmh=12)
MHC 1I'CD21° 26,3% (11,6-45,1) 27,0 (19,4-34,0) 27,8 (17,8-40,1)
MHC II'CD21* 0,00 (0,00-0,44) 0,01 (0,00-0,63) 0,12 (0,00-0,85)
MHC II'CD217* 38,2 (14,9-67,5) 40,5 (29,1-50,8) 38,0 (17,6-50,0)

"= Anzahl der giiltigen Fille, > = Median (Minimum-Maximum)
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4.5.4 Lymphozytenproliferation

Die Stimulation der Lymphozyten des peripheren Bluts mittels Con A und LPS ergab fiir den
Gesamtversuch keine signifikanten Unterschiede zwischen den Fiitterungsgruppen. Bei der
Stimulation mit Con A wurde ein tendenziell hoherer Stimulationsindex in der Gruppe C im
Vergleich zur Kontrollgruppe A festgestellt (p = 0,073). Con A bewirkt hauptsédchlich eine
Stimulation der T-Zellen, wohingegen das LPS die Stimulation der B-Zellen bewirken sollte.
Die Stimulationsindizes fiir den Gesamtversuch sind in der Tabelle 47 zusammengefasst.
Auffallend war die sehr grofe Streuung der Werte, wobei zusitzlich ein deutlicher
Unterschied zwischen den einzelnen Versuchsreihen auftrat. In der zweiten Versuchsreihe
zeigte sich bei der Con A-Stimulierung ein signifikant hoherer Stimulationsindex in der
Gruppe C als in Gruppe A (p = 0,045). Dariiber hinaus lagen innerhalb der einzelnen
Versuchsreihen keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen vor, jedoch waren
die Stimulationsindizes beim ersten Versuchsdurchgang deutlich hoher als beim zweiten
Versuchsdurchgang.

Die Stimulationsindizes, die sich bei der Stimulierung mit LPS ergaben, lagen zum groflen
Teil wunter 1, was dadurch begriindet ist, dass einige Kontrollproben (ohne
Mitogenbehandlung) mehr proliferierte Zellen aufwiesen als die gleichen Proben nach der
Stimulation mit LPS. Dieses Phianomen trat bei allen Tieren der zweiten Versuchsreihe und
bei je einem Tier jeder Gruppe des ersten Versuchsdurchganges auf. Der Vergleich der
Stimulationsindizes der Gruppen ist fiir beide Versuchsreihen und beide Mitogene in den
Abbildungen 21 und 22 dargestellt.

Tabelle 47: Verhiltnis des Anteils der proliferierten Zellen nach Stimulation mit Con A bzw.
LPS zu den proliferierten Zellen ohne Stimulierung (S1)

Gruppe
A (n'=12) B (n=12) Cmh=12)
SI: ConA 2,23% (1,17-32,1) 3,51 (1,31-20,2) 5,11 (1,80-16,8)
SI: LPS 0,66° (0,24-4,07) 0,74" (0,18-2,85) 0,86° (0,21-5,16)

"= Anzahl der giiltigen Fille, * = Median (Minimum-Maximum); ‘n= 10; =9
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Abbildung 21: Con A-Stimulationsindex der Blutlymphozyten am letzten Versuchstag der
beiden Versuchsreihen

Es sind die Einzelwerte mit dazugehorigem Gruppenmedian fiir beide Versuchsreihen dargestellt. Fiir beide
Versuchsreihen wurden die gleichen Achsendarstellungen gewihlt, um die Unterschiede der Stimulationsindizes
zu verdeutlichen. Die unterschiedlichen Indizes (a, b) zeigen signifikante Unterschiede (p < 0,05) an.
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Abbildung 22: LPS-Stimulationsindex der Blutlymphozyten am letzten Versuchstag der

beiden Versuchsreihen

Es sind die Einzelwerte mit dazugehorigem Gruppenmedian fiir beide Versuchsreihen dargestellt. Fiir beide
Versuchsreihen wurden die gleichen Achsendarstellungen gewihlt, um die Unterschiede der Stimulationsindizes
zu verdeutlichen.

4.5.5 Phagozytoseleistung der Granulozyten und Monozyten des peripheren Bluts

Der Anteil der phagozytierenden Granulozyten war in der Kontrollgruppe im Vergleich zur
Gruppe B tendenziell hoher (p = 0,073). Ansonsten konnte fiir die phagozytierenden
Granulozyten und Monozyten kein fiitterungsbedingter Unterschied festgestellt werden.
Erneut fiel eine hohe tierindividuelle Streuung der Daten auf (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Prozentualer Anteil der phagozytierenden Granulozyten (a) und Monozyten

(b) im Blut am letzten Versuchstag
Dargestellt sind der Median, oberes und unteres Quartil und grofter und kleinster Wert (ohne Ausreifer), o =
Ausreiler (Werte, die zwischen dem 1,5fachen und 3fachen Interquartilsabstand liegen)

Bei der mittleren Fluoreszenzintensitit handelt es sich um eine dimensionslose Grofie, welche
die Zahl der aufgenommenen Bakterien pro Zelle ausdriickt.

Auch hier zeigte sich eine sehr hohe Streuung der Werte, sodass die Daten als Median,
Minimum und Maximum dargestellt werden. Fiitterungsbedingte Unterschiede konnten nicht
festgestellt werden (Abbildung 24).
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Abbildung 24: Mittlere Fluoreszenzintensitdt der phagozytierenden Granulozyten (a) und

Monozyten (b) im Blut am letzten Versuchstag

Dargestellt sind der Median, oberes und unteres Quartil und grofiter und kleinster Wert (ohne Ausreiler), o =
Ausreilier (Werte, die zwischen dem 1,5fachen und 3fachen Interquartilsabstand liegen),* = Extremwert (Werte,
die oberhalb des 3fachen Interquartilabstands liegen)
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4.5.6 Messung der mRNA-Expression der Zytokine MIP1§, IFNy, IL1f, TNFo und
MCP1 im Ileumgewebe

Am Institut fiir Experimentelle Endokrinologie der Charité wurde die Transkriptregulation der
Zytokine IFNy, IL1B, TNFo, MIP1PB und MCPI im Ileumgewebe auf Ebene der mRNA
gemessen. Die mit der Software REST ermittelte relative Regulation der Transkripte zeigte
keine signifikanten Unterschiede der Versuchsgruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe
(Abbildung 25).

EB BC

relative Transkriptionsregulation in
Bezug zur Kontrollgruppe

MIP1p TFNy IL1B TNFa MCP1

Abbildung 25: Anderung der mRNA-Konzentration von MIP1B, IFNy, IL1p, TNFa und

MCP1 im lleumgewebe der Versuchsgruppen relativ zur Kontrollgruppe

Dargestellt sind das arithmetische Mittel und der Standardfehler von den 6 Ferkeln der Versuchsgruppen der
zweiten Versuchsreihe. Das arithmetische Mittel der Kontrollgruppe wurde als Bezug zu den Versuchsgruppen
mit 1 festgelegt. Die Ergebnisse wurden auf das housekeeping-gene Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH) normalisiert.
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5. Diskussion

5.1 Hintergrund und Ziel der Arbeit

Ferkel sind in der Zeit nach dem Absetzen zahlreichen Veridnderungen (Umgebungs- und
Gruppenwechsel, Futterumstellung) ausgesetzt, wodurch ein hohes Risiko fiir
gastrointestinale Erkrankungen und damit einhergehenden Leistungseinbuflen besteht. Einen
moglichen Ansatz zur Verbesserung der Situation stellt der Einsatz von mittelkettigen
Fettsdauren (mkFs) im Ferkelaufzuchtfutter dar. In vielen in vitro-Untersuchungen konnte eine
antimikrobielle Wirkung nachgewiesen werden, die bisher allerdings nur in wenigen in vivo-
Studien iiberpriift wurde. Dariiber hinaus werden den mkFs auch positive Eigenschaften auf
verdauungsphysiologische und immunologische Parameter zugesprochen, die sich ebenfalls
nur auf wenige in vivo-Untersuchungen stiitzen.

Ziel dieser Arbeit war es, anhand zweier Produkte, die mkFs in freier oder in gecoateter Form
enthielten, die Einflisse auf Absetzferkel zu iiberpriifen. Dabei  wurden
verdauungsphysiologische Gesichtspunkte niher betrachtet und Effekte der mkFs auf die
Mikrobiota in verschiedenen Lokalisationen des Gastrointestinaltrakts untersucht. AuBBerdem
wurde eine mogliche Beeinflussung des Immunsystems {iiberpriift. In dieser Arbeit sollte
zusitzlich ermittelt werden, ob ein Coating Einfluss auf die Absorptionsrate der mkFs hat und
ob sich daraus andere verdauungsphysiologische, bakterielle und immunologische Effekte
ergeben.

5.2 Diskussion der Versuchsbedingungen und des Studiendesigns

Der Fiitterungsversuch wurde am Versuchsgut des BfR durchgefiihrt. Aufgrund der
rdaumlichen Gegebenheiten im Versuchsgut konnten nur 2 Gruppen in vollig identischen
Flatdecks gehalten werden. Eine Gruppe musste zusétzlich in zwei kleinere Gruppen zu je 3
Tieren aufgeteilt werden. Die sonstigen Bedingungen (Temperatur, Luftfeuchtigkeit) waren
fiir alle Ferkel gleich, da sich die Flatdecks in einem Stallgebidude nebeneinander befanden.

Die Einmischung der Produkte fand am Institut fiir Tierernidhrung statt. Die Produkte wurden
von der Firma Vitamex N. V. bereitgestellt und in den durch den Hersteller angegebenen
Mengen in das Ferkelaufzuchtfutter eingemischt.

Zu Beginn des Versuchs hatten einige Ferkel Probleme mit der Aufnahme des geschroteten
Futters und mussten durch das Anfeuchten des Futters am ersten Versuchstag angefiittert
werden. Danach fraf3en sie selbststindig.

Aus rdumlichen Griinden musste der Versuch in zwei Durchldufen durchgefiihrt werden. Um
duBerliche klimatische Veridnderungen so gering wie moglich zu halten, wurden die beiden
Versuchsdurchgiinge in kurzem Abstand hintereinander durchgefiihrt. Es wurden pro Gruppe
insgesamt 12 Tiere untersucht. Aussagen iiber Leistungsdaten sind mit dieser Tierzahl nur
eingeschriankt moglich und lagen nicht im Fokus der Studie.
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5.3 Diskussion der Ergebnisse

5.3.1 Effekte der mittelkettigen Fettsduren auf verdauungsphysiologische Faktoren

Die Gesundheitsbewertung fand anhand eines festgelegten Bewertungsschemas statt (s.
Anhang Tabelle 48). Es zeigten sich wihrend der zwei Versuchsreihen keine gravierenden
gesundheitlichen Auffilligkeiten und es wurde kein Durchfall beobachtet. Ein Unterschied
zwischen den Gruppen wurde nicht festgestellt.

Die Lebendmasseentwickung wurde durch die Futterzusitze nicht wesentlich beeinflusst.
Am Ende der Versuchszeit lag eine durchschnittliche Lebendmasse von 9,25 (+ 2,3) kg in der
Kontrollgruppe, von 8,79 (£1,63) kg in Gruppe B und 9,00 (+1,74) kg in der Gruppe C vor.
Schon zu Beginn des Versuchs lag eine grofle Streuung der Lebendmassen vor, die bis zum
Versuchsende erhalten blieb, sodass die durchschnittliche Betrachtung nur wenig
Aussagekraft besitzt. Da die Untersuchung der Lebendmasseentwicklung jedoch iiber einen
fiir alle Ferkel gleichlangen Fiitterungszeitraum verlief und die Ferkel anhand ihres
Reifegrades und ihrer Kérpermasse gleichméfig auf die drei Gruppen verteilt wurden, ist eine
eingeschrinkte Beurteilung der Leistungsparameter moglich. Die Ferkel waren vor
Versuchsbeginn nicht an Festfutteraufnahme gewohnt, sodass einige Ferkel in den ersten zwei
Tagen Probleme mit der Futteraufnahme zeigten. In der ersten Versuchswoche konnte eine
Verringerung bzw. Stagnation der Lebendmasse der Ferkel beobachtet werden. Dieses ist
auch in praxi typisch fiir die Zeit nach dem Absetzen (Le Dividich und Seve, 2000). Da der
Fiitterungsversuch aber nur iiber 25 Tage lief und die erste Versuchswoche als
Adaptationsphase keine leistungsbezogene Aussage zulisst, blieb nur eine geringe Zeitspanne
zur Betrachtung der Einfliisse der mkFs auf zootechnische Daten.

Bei der Futteraufnahme wurden keine statistisch abzusichernden Gruppenunterschiede
sichtbar. Die Futteraufnahme konnte nur fiir die Gesamtgruppen gemessen werden, sodass die
Einzeltierfutteraufnahme nur rechnerisch aus dem Gesamtgruppenwert ermittelt werden
konnte. Es zeigte sich, dass im Mittel die Futteraufnahme der beiden Versuchsgruppen,
insbesondere der Gruppe mit den gecoateten mkFs, iiber der der Kontrollgruppe lag. Dies
spiegelt sich auch im ermittelten Futteraufwand wider, der in den Versuchsgruppen iiber
dem der Kontrollgruppe lag. Erst in den letzten Tagen des Versuchs erreichte der
Futteraufwand fiir alle Gruppen vergleichbare Werte. Im Gegensatz zur Kontrollgruppe
nahmen die Ferkel der beiden Versuchsgruppen vom ersten Tag an das Futter gut auf.
Moglicherweise hatte der Geruch der eingemischten Produkte eine positive Wirkung auf das
Fressverhalten der Ferkel. In frilheren Studien wurde beim Einsatz von mkFs eine
verminderte  Futteraufnahme  beobachtet, die mit einer leicht verringerten
Korpermassezunahme einherging (Jenkins et al., 1985; Cera et al., 1989). Decuypere et al.
(2003) sehen in dem Geruch und Geschmack der freien Fettsiduren einen Grund fiir eine
abnehmende Futteraufnahme. Derartige Akzeptanzprobleme traten in der vorliegenden Arbeit
nicht auf, woraus geschlossen werden kann, dass sowohl der Zusatz eines Aromastoffes als
auch das Coating zu einer verbesserten Aufnahme der mkFs fiihren kann. Die gesteigerte
Futteraufnahme spiegelte sich jedoch nicht in einer hoheren Lebendmassezunahme wider, was
in einem hoheren Futteraufwand in den Versuchsgruppen resultierte. Der Einsatz von
mittelkettigen Triglyceriden (mkTg) mit Lipase bewirkte eine gesteigerte Futteraufnahme, die
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sich jedoch auch in einer besseren tdglichen Zunahme und einem geringeren Futteraufwand
niederschlug (Dierick et al., 2002b). Dieselben Autoren fanden auch beim Einsatz der
Cuphea-Saat eine gesteigerte Zunahme der Lebendmasse (Dierick et al., 2003). Bei Hiihnern
wurde dagegen eine geringere Futteraufnahme und Lebendmassezunahme nachgewiesen, die
mit einer durch mkFs stimulierten Sekretion von Cholecystokinin, dem eine
Sattigungswirkung zugesprochen wird, in Zusammenhang gebracht wurden (Mabayo et al.,
1992). Untersuchungen beim Menschen wiesen jedoch nur einen geringen Einfluss der mkFs
auf die Cholecystokininsekretion nach (Symersky et al., 2002).

Auffillig ist die hohere mittlere scheinbare praecaecale Verdaulichkeit einiger Nihrstoffe
in beiden mkFs-gefiitterten Versuchsgruppen. Diese ist fiir die Parameter Rohasche, Kalzium
und Phosphor zwar nur numerisch hoher als die der Kontrollgruppe, jedoch ist die scheinbare
praecaecale Verdaulichkeit des Rohproteins in der Gruppe C signifikant (p = 0,028) und in
der Gruppe B tendenziell (p = 0,063) hoher im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die hohe
scheinbare Phosphor-Verdaulichkeit in allen Gruppen (ca. 55 bis 60 %) ist vermutlich durch
den Zusatz einer Phytase im eingesetzten Ferkelaufzuchtfutter zu erkldren. In mehreren
Studien konnte eine Verbesserung der scheinbaren Fettverdaulichkeit durch mkFs ermittelt
werden (Cera et al., 1990; Li et al., 1990; Odle et al., 1991). Die im Vergleich zu lkFs deutlich
verbesserte Fettverdaulichkeit der mkFs beruht auf der Tatsache, dass diese nicht in
Chylomikronen eingebaut werden miissen, sondern direkt im Magen und vorderen Diinndarm
absorbiert und iiber das Portalvenenblut zu Leber transportiert werden (Bach und Babayan,
1982). Dies konnte sowohl beim Einsatz von Milch, der mkTg zugesetzt worden war, bei friih
geborenen Kindern (Roy et al., 1975) als auch bei der Fiitterung von mkTg an neonatale
Ferkel (Odle et al., 1991) und Absetzferkel (Cera et al., 1990) festgestellt werden. In Studien
von Cera et al. (1989; 1990) konnte beim Einsatz von Fettsduren aus Kokosnussol und mkTg
im Vergleich zu Fettsduren aus Maiskeimol, Talg oder Sojadl eine verbesserte
Stickstoffretention bei Absetzferkeln ermittelt werden. Auch der Einsatz von mkTg in
Babynahrung bewirkte in mehreren Untersuchungen eine verbesserte Stickstoffretention im
Gegensatz zu energetisch gleichwertigen langkettigen Fettsduren (Tantibhedhyangkul und
Hashim, 1975). Der diesem Phidnomen unterliegende Mechanismus durch den die mkFs in der
Lage sind, die Stickstoffretention zu beeinflussen, konnte in diesen Studien jedoch nicht
geklért werden.

Diese Beeinflussung der Verdauungsleistung steht moglicherweise mit Effekten der mkFs auf
die Darmmorphologie im Zusammenhang, die in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht
eingehender untersucht wurden. Bedingt durch zahlreiche Stressfaktoren, denen Ferkel durch
das Absetzen ausgesetzt sind, kommt es zu Verdnderungen der Darmmorphologie. Diese sind
hiufig von Villusatrophie und Kryptenzellhyperplasie gekennzeichnet. Malabsorption und
erhohte Anfilligkeit fiir gastrointestinale Infekte sind mogliche Folgen (Cera et al., 1988). In
einigen in vivo-Untersuchungen wiesen mkFs eine Beeinflussung der Darmarchitektur auf
(Dierick et al., 2002b; 2003). Ihr Einsatz in der Fiitterung von Absetzferkeln ging mit einer
Steigerung der Villushohe und einer Senkung der Kryptentiefe einher, woraus eine
VergroBerung der Absorptionsfliche resultierte (Li et al., 1990; Dierick et al., 2002b).
Moglichweise bedingt die vergroBBerte Oberfliche eine verbesserte Verdauungsleistung. Eine
VergroBerung der Darmoberfldche ist beim Einsatz von mkFs hauptsichlich im proximalen
Diinndarm nachweisbar (Galluser et al., 1993). Dort liegen die mkFs in groBeren Mengen im
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Lumen des Darmes vor bzw. es werden grolere Mengen absorbiert (Galluser et al., 1993;
Jenkins und Thompson, 1993). Die von den Enterozyten absorbierten mkFs werden nicht
vollstiandig in das Blut weitertransportiert, sondern zum Teil in den Enterozyten metabolisiert.
In Colon-Enterozyten des Schweines konnte eine mkFs:CoA-Ligase nachgewiesen werden.
Freie Fettsduren konnen in Enterozyten erst energetisch genutzt werden, wenn diese vor der
B-Oxidation zu einem Thioester des CoA umgewandelt wurden. Dies wird durch eine CoA-
Ligase katalysiert. Durch den Nachweis der mkFs:CoA-Ligase, die spezifisch fiir mkFs ist,
besteht ein Hinweis, dass die mkFs eine Rolle im Energiehaushalt der Enterozyten spielen
(Vessey, 2001). Die verbesserte Energieversorgung der Enterozyten konnte eine protektive
Wirkung gegen Villusatrophie erklédren.

Moglicherweise lagern sich die mkFs in die Membran der Enterozyten ein und beeinflussen
so ihre Absorptionsleistung. Ratten wiesen nach mkFs-Fiitterung jedoch keine Verdnderung
der Fettzusammensetzung der Mikrovillimembran im proximalen Jejunum auf (Galluser et al.,
1993).

Anhand von Zellkulturversuchen mit der humanen Colonkarzinomzelllinie Caco2 wurde
ferner festgestellt, dass mkFs die Permeabilitit von Schleimhiuten fiir hydrophile Substanzen
erhohen (Lindmark et al., 1995). Dies wird auf eine Beeinflussung sowohl der Proteine ZO-1
und Occludin in den Tight Junctions als auch des Phospholipase C-abhingigen
Inositoltrisphosphat/Diacylglycerol Signalwegs zuriickgefiihrt (Lindmark et al., 1998). Diese
Effekte auf die epitheliale Permeabilitit wurden jedoch bisher beim Schwein noch nicht
untersucht.

Die Versorgung der Enterozyten durch die mkFs vermindert moglicherweise auch die Menge
an abgeschilfertem Epithel im Darm, welches bei der scheinbaren Verdaulichkeit auch als
Rohprotein  miterfasst wird. Ob der signifikante Unterschied der scheinbaren
Rohproteinverdaulichkeit auf eine verbesserte Absorption von Futterproteinen, auf eine
geringere Zellabschilferung, oder eine geringere Sekretion von endogenen Proteinen
(Verdauungsenzyme, Mukus) im Darm zuriickzufiihren ist, kann anhand der vorliegenden
Ergebnisse nicht geklirt werden. Ein Einfluss auf das Darmepithel ist anzunehmen und sollte
in zukiinftigen Untersuchungen néher beleuchtet werden.

Hinweise auf eine verbesserte scheinbare Kalziumverdaulichkeit konnten auch Innis et al.
(1993) anhand eines erhohten Kalziumgehaltes im Serum bei Saugferkeln nach der
Verfiitterung von mkTg im Vergleich zu lkFs feststellen. Devlin er al. (1996) zeigten, dass
mkFs zusitzlich eine vermehrte Expression von CabP9k auf mRNA-Ebene hervorrufen. Bei
CabP9k handelt es sich um ein im Zytosol der Enterozyten vorliegendes Protein, das Kalzium
bindet und somit fiir dessen Aufnahme von Bedeutung ist. Die Kalziumabsorption wurde aber
nicht parallel zur CabP9k-Expression gemessen, sodass ein Zusammenhang nur vermutet
werden kann.

Die Frage, ob mkFs eine positive Wirkung auf verdauungsphysiologische Parameter haben,
kann fiir die scheinbare praecaecale Verdaulichkeit anhand der eigenen Daten positiv
beantwortet werden. Allerdings sind dazu absichernde Studien erforderlich.
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5.3.2 Antibakterielle Wirkung der mittelkettigen Fettséiuren und Effekte des Coatings

Aufgrund der schnellen Absorption von ungeschiitzt mkFs im GI-Trakt geht man davon aus,
dass die antibakteriellen Effekte nur im proximalen Teil des GI-Trakts zum Tragen kommen.
Um die Absorption im vorderen GI-Trakt zu verzogern und um die Wirkkonzentration der
mkFs in distaleren Bereichen des Darmes zu erhohen, wurde ein Produkt hergestellt, in
welchem die mkFs in durch pflanzliche Fette gecoateter Form vorliegen.

Mittels kultureller Untersuchungen und der Betrachtung von bakteriellen Metaboliten sollte
v.a. in distaleren Bereichen des Darmes nach einem Effekt des Coatings gesucht werden.

Die kulturelle Keimzahlbestimmung wurde in der Digesta des distalen Jejunums (D3) und
des Caecums durchgefiihrt. Um einen Uberblick iiber die dortige Darmflora zu gewinnen,
wurde mittels Plate-Count-Agar bzw. Columbia-Blutagar die aerobe bzw. anaerobe
Gesamtkeimzahl bestimmt. Fiir die differenzierte Betrachtung von Bakterienspezies wurde
der MacConkey-Agar als Selektivmedium fiir coliforme Keime genutzt. Die Digesta des
distalen Jejunums der Versuchsgruppen wies im Vergleich zur Kontrollgruppe eine
signifikant hohere Anzahl coliformer Keime auf (Gruppe B: p = 0,027; Gruppe C: p = 0,002).
Dagegen konnten in der Digesta des Caecums keine Unterschiede im Bezug auf die
coliformen Keime zwischen den drei Fiitterungsgruppen festgestellt werden. Die aerobe und
anaerobe Gesamtkeimzahl wiesen in beiden Darmabschnitten keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen auf.

Diese Ergebnisse zeigen, dass durch den Einsatz der mkFs sowohl in freier als auch in
gecoateter Form in distalen Darmabschnitten keine antibakteriellen Effekte bewirkt werden
konnten. Bisherige in vivo-Untersuchungen befassten sich ausschlieflich mit der
Beeinflussung der mikrobiellen Darmflora durch mkFs im Magen und Duodenum, da in
diesen Abschnitten eine ausreichende Konzentration erwartet wurde (Dierick et al., 2002b;
2003). Bei einer Konzentration von 0,30 g C8:0+C10:0 in 100 g Digesta (uS) konnte in diesen
Abschnitten des GI-Trakts eine signifikante Reduktion der bakteriellen Gesamtkeimzahl und
der E. coli-Konzentration festgestellt werden (Decuypere und Dierick, 2003). Zuvor
durchgefiihrte in vitro-Untersuchungen hatten ergeben, dass eine Konzentration von 0,35 g
C8:0+C10:0 pro 100 g Inkubationsmedium fiir eine signifikante Reduktion der anaeroben
Gesamtkeimzahl und von E. coli bendtigt wird (Dierick et al., 2002a). Mit derartigen
Konzentrationen wurde aufgrund der schnellen Absorption der mkFs im Duodenum ab dem
mittleren  Diinndarm nicht gerechnet, sodass in diesen Studien von einer
Keimzahluntersuchung in distaleren Darmabschnitten abgesehen wurden. Die Absorption der
mkFs in vorhergegangenen Darmabschnitten und der damit einhergehenden geringen
Konzentration in den distalen Bereichen des GI-Trakts ist wahrscheinlich auch der Grund fiir
die nicht nachweisbaren antibakterielle Effekte in der Gruppe B, welcher frei vorliegende
mkFs gefiittert wurde. Mit dem Einsatz der gecoateten mkFs sollte die rasche Absorption
verhindert werden. Mit einem Coating aus pflanzlichen Fetten konnten schon erfolgreich
organische Sauren am Magen vorbeigeschleust und ihre Freisetzung im mittleren und hinteren
Diinndarm ermoglicht werden (Claus et al., 2007; Piva et al., 2007). Anhand der kulturellen
Keimzahlbestimmung konnte allerdings in dieser Arbeit kein Einfluss durch das Coating der
mkFs nachgewiesen werden. Es liegen bisher keine Arbeiten iiber das Verhalten und die
Wirkung der mkFs im Milieu des distalen Jejunums und des Caecums vor, sodass neben der
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Annahme, dass eine zu geringe Konzentration der mkFs in diesen Abschnitten des GI-Trakts
vorlag, moglicherweise auch das dort vorherrschende Milieu (pH-Wert) einen negativen
Einfluss auf die Wirksamkeit der mkFs hatte. Dies sollte sowohl bei der Betrachtung der
bakteriellen Metaboliten als auch der Untersuchung der mkFs-Konzentrationen der Digesta
néher beleuchtet werden.

Durch die Betrachtung der bakteriellen Metaboliten wurde versucht, einen Eindruck der
Einfliisse der mkFs im Verlauf des GI-Trakts zu gewinnen, da sie als Indikatoren fiir
bakterielle Stoffwechselaktivitit dienen. Es wurden die Konzentrationen der kurzkettigen
Fettsdauren, Laktat und Ammonium in der Digesta bestimmt.

Kurzkettige Fettsduren (kkFs) entstehen durch mikrobielle Fermentation von
Kohlenhydraten und Proteinen. Welche Fermentationsvorginge stattfinden und welche
Endprodukte dabei entstehen, hingt sowohl von der Zusammensetzung der mikrobiellen
Population als auch der Menge und Art der verdaulichen Substanzen in der Digesta ab. Die im
distalen Jejunum beginnende Anreicherung der fiir den Organismus unverdaulichen
Substanzen und die abnehmende Fliefrate der Digesta fithren zu einer verstirkten
mikrobiellen Aktivitit. Dadurch sind im Bereich des Caecums und des proximalen Colons die
hochsten Konzentrationen der kkFs zu finden (Imoto und Namioka, 1978). Das Schwein
bezieht ca. 20 bis 30 % des Energiebedarfes aus der Metabolisierung der aus unverdaulichen
Substanzen umgewandelten kkFs (Bergman, 1990). Unverdauliche Kohlenhydrate stellen das
wichtigste Substrat der mikrobiellen Fermentation dar. Dabei entstehen zum grof3ten Teil die
Fettsduren Essigsdure, Propionsdure und Buttersdure. Acetat stellt dabei meist den
Hauptanteil der Gesamtmenge der kkFs dar. Es wird vermehrt bei rohfaserreicher Fiitterung
produziert und gelangt nach der Absorption iiber das Blut in periphere Gewebe, die sich durch
Oxidation des Acetats mit Energie versorgen konnen. Propionat, das vermehrt bei
stiarkereicher Fiitterung gebildet wird, gelangt iiber die Pfortader zur Leber und wird in der
Glukoneogenese energiebringend genutzt (Bergman, 1990). Butyrat wird dagegen v.a. im
intestinalen Epithel oxidiert (Imoto und Namioka, 1978). Neben der energetischen
Versorgung haben kkFs auch eine stimulierende Wirkung auf die epitheliale
Darmzellproliferation (Sakata, 1987), spielen eine wichtige Rolle bei der Wasser- und
Natriumabsorption, beeinflussen die Darmmotilitit und bewirken auf8erdem eine Absenkung
des pH-Werts innerhalb des Darms, was der Ansiedlung pathogener Bakterien entgegenwirkt
(Lalles et al., 2007). Neben dem Kohlenhydratabbau kommt es jedoch auch zu
proteolytischen Prozessen, woraus vermehrt die verzweigten Fettsduren iso-Buttersdure und
iso-Valeriansdure entstehen. Ein erhohter Anteil dieser verzweigten Fettsduren spricht fiir eine
vermehrte Nutzung von Proteinen. Zusitzlich zu diesen Fettsduren werden beim Proteinabbau
auch potentiell toxische Substanzen wie Ammoniak, Amine, fliichtige Phenole und Indole
gebildet (Lalles et al., 2007).

Bei der Betrachtung der Gesamtkonzentration der kkFs im Verlauf des GI-Trakts waren keine
fiitterungsbedingten Gruppenunterschiede festzustellen. Die Konzentrationen waren, wie
erwartet, im Magen und Diinndarm gering und stiegen im Caecum an, wo sie mit
durchschnittlich 130 mmol/kg in einem fiir das Ferkel typischen Bereich liegen (Bach
Knudsen et al., 1991). Dierick er al. (2004) konnten beim kombinierten Einsatz von mkTg
und Lipase bei Absetzern im Caecum eine hohere Konzentration der kkFs im Vergleich zur
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Kontrollgruppe nachweisen, wobei der Anteil des Acetats erhoht und der Anteil des
Propionats und des Valerats gesenkt war. Butyrat blieb vom Einsatz der mkFs unbeeinflusst.
Ein Einfluss auf die Zusammensetzung der einzelnen kkFs konnte fiir die Digesta des
Caecums in dieser Arbeit nicht nachvollzogen werden. Jedoch zeigten sich in den
vorangehenden Darmabschnitten gewisse Verteilungsidnderungen der einzelnen Fettsiduren.
Im mittleren Jejunum fand sich tendenziell (p = 0,095) weniger Propionsiure in der Gruppe B
im Vergleich zur Kontrollgruppe und im distalen Jejunum wurde in der Gruppe C tendenziell
mehr Essigsdure als in der Kontrollgruppe (p = 0,074) und tendenziell weniger Propionsdure
im Vergleich zur Kontrollgruppe (p = 0,086) und der Gruppe B (p = 0,096) nachgewiesen.
Auch zeigte sich fiir beide Versuchsgruppen eine statistisch nicht abzusichernde Abnahme
beider Formen der Butter- und Valeriansdure im distalen Jejunum. Insgesamt kann in der
Gruppe C eine Spektrumverschiebung in Richtung Acetat-bildender Bakterien bzw.
Stoffwechselprozesse angenommen werden, was die Ergebnisse von Dierick et al. (2004)
unterstiitzt. Aufgrund der Fiitterung mit demselben Ferkelaufzuchtfutter konnen Unterschiede,
hervorgerufen durch unterschiedliches Nahstoffangebot, vermutlich ausgeschlossen werden.
Die Verschiebungen der Fettsdurenverhiltnisse geben daher einen Hinweis auf Einfliisse der
beiden Zusitze auf die Darmflora. Allerdings waren sie in keinem Fall signifikant.

Laktat ist das wichtigste Endprodukt der Milchsédurebakterien (Sakata et al., 1999). Es weist
eine Wirkung gegeniiber potentiell pathogenen Mikroorganismen auf, fiihrt dariiber hinaus
aufgrund einer gewissen pH-Wert-senkenden Eigenschaft zu einer verbesserten Kalzium-,
Eisen- und Phosphorresorption im Darm (Tang et al., 2007). Auerdem kann es vom Wirt
iiber die Glukoneogenese zusitzlich als Energietriger genutzt werden. Die Laktatbildung
hingt v.a. vom Nahrungsangebot und der Zahl der Milchsédurebakterien ab. Es wird aus leicht
fermentierbaren Kohlenhydraten gebildet, wobei auch die Art der Kohlenhydrate einen
Einfluss auf die Aktivitit der laktatproduzierenden Mikroorganismen hat. Bei der Betrachtung
der Laktatkonzentration der Digesta konnen daher keine direkten Riickschliisse auf die
Anzahl der Milchsdurebakterien gezogen werden, da alleine die gesteigerte Aktivitiit einer
gleichbleibenden Anzahl an Bakterien zu hoheren Konzentrationen fiihren kann.

Dierick et al. (2004) konnten eine Senkung der Laktatkonzentration im proximalen und
distalen Jejunum von Ferkeln durch den Einsatz von mkTg und extern zugefiihrter Lipase
erreichen. Der Einsatz von mkFs in der vorliegenden Arbeit konnte keinen signifikanten
Einfluss auf die Laktatkonzentration in den verschiedenen Bereichen des GI-Trakts erzielen.
Deutliche tierindividuelle Schwankungen weisen erneut darauf hin, dass die Einfliisse der
Umwelt und des Individuums stiarker waren als die der zugesetzten mkFs. D-Laktat war im
mittleren und distalen Jejunum unterhalb des Detektionsbereiches. Numerisch war der Gehalt
an D-und L-Laktat im Magen in der Kontrollgruppe hoher als in den Versuchsgruppen,
dagegen wiesen die Digesta des distalen Jejunums numerisch eine hohere L-
Laktatkonzentration in den Versuchsgruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe auf.
Moglicherweise spiegelt sich in diesen Werten einerseits eine gewisse, durch den mkFs-
Zusatz hervorgerufene Senkung des Bakteriengehaltes im Magen wider. Andererseits
bestétigt der Anstieg im distalen Jejunum die kulturell erhobenen hoheren Koloniezahlen der
Bakterien in den mkFs-gefiitterten Versuchsgruppen. Aufgrund der hohen Streuung der
Einzeltierwerte und der Tatsache, dass der Laktatgehalt nicht proportional zur
Bakterienmenge zu sehen ist, sind solche Riickschliisse jedoch lediglich Vermutungen und
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miissen tiberpriift werden. Es ist auch moglich, dass die eingesetzten mkFs nur die
Stoffwechselleistung der Laktatbildner im Magen senkten und keine Senkung der
Bakterienzahl bewirkten. Im Zusammenhang mit einer gewiinschten pH-Absenkung im
Magen, die sich auch forderlich auf die Wirksamkeit der mkFs auswirkt, muss die Absenkung
der Laktatkonzentration des Magens eher kritisch betrachtet werden.

Um weitere Einblicken in die Stoffwechselsituation der Darmflora zu erlangen, wurde die
Ammoniumkonzentration in der Digesta bestimmt. Bei Ammoniak handelt es sich um ein
toxisches Stoffwechselprodukt, das von proteolytischen Bakterien wie E. coli (Dierick et al.,
1986a) und anderen fakultativ anaeroben Keimen durch die Degradation von Aminosiuren
und anderen Stickstoffverbindungen (z.B. Harnstoff) gebildet wird. Ammoniak wirkt
zytotoxisch, indem es in die Nukleinsduresynthese eingreift (Visek, 1978) und die
Verwertung anderer energiereicher Metaboliten wie z.B. Butyrat hemmt (Darcy-Vrillon et al.,
1996). Die Ammoniakkonzentration im Darmlumen wird durch die Freisetzung
stickstoffhaltiger Vorstufen, durch die Resorption und durch die Wiederverwendung fiir die
Synthese stickstoffhaltiger Verbindungen (hauptsdchlich mikrobielle Proteinsynthese)
beeinflusst (Engelhardt und Breves, 2005). Bei physiologischem pH-Wert liegt Ammoniak
jedoch als Ammonium vor (NH4", pKs = 9,25). Bei einem pH-Wert on 5,5 bis 7,0 liegt
weniger als 1 % als Ammoniak vor, welches aufgrund seiner Lipidloslichkeit via Diffusion
sehr schnell passiv resorbiert wird. Aufgrund der geringen Blut-Ammoniakkonzentration
herrscht ein groBes Konzentrationsgefille zwischen Darmlumen und Blut, sodass durch die
stetige Einstellung des Ammonium/Ammoniak-Gleichgewichts im Darmlumen kontinuierlich
geringe Mengen von Ammoniak resorbiert werden. Ammonium wird aufgrund der geringen
Lipidloslichkeit nicht passiv resorbiert, jedoch wird vermutet, dass es iiber Kaliumkanile der
apikalen Membran von Epithelzellen aufgenommen wird (Engelhardt und Breves, 2005). In
der vorliegenden Arbeit wurde mittels einer Ammoniumelektrode (Mettler Toledo GmbH,
Gieen, Deutschland) ausschlieBlich der Ammoniumgehalt der Digesta bestimmt. Die
Ammoniakkonzentration konnte mit der eingesetzten Elektrode nicht erfasst werden. Die
Messung der Ammoniumkonzentration in der Digesta soll ein Eindruck der Intensitit der
mikrobiellen Umsetzung von Stickstoffverbindungen vermitteln. Jedoch muss eine
Absenkung der Ammoniumkonzentration kritisch betrachtet werden, da eine Reduktion
sowohl durch eine verminderte Proteolyse aufgrund einer Senkung der
Bakterienkonzentration (v.a. E. coli) bzw. Verlagerung der Mikroflora zu nicht-
proteolytischen Bakterien (z.B. Laktobazillen) als auch durch eine erhdhte Verwertung des
vorhandenen Ammoniums fiir die mikrobielle Proteinbiosynthese bzw. durch vermehrte
Resorption zustande kommen kann.

Wie schon bei der Betrachtung der anderen bakteriellen Metaboliten tendenziell ersichtlich,
jedoch aufgrund der groBen tierindividuellen Streuung ohne signifikante Ausprigung, zeigte
sich bei der Ammoniumkonzentration in deutlicherer Weise. Im Magen wurde erneut eine
sehr hohe Streubreite detektiert, sodass auch hier keine signifikanten Unterschiede feststellbar
waren. Numerisch fand sich aber eine hohere Ammoniumkonzentration in der Kontrollgruppe
im Vergleich zu den Versuchsgruppen, die beide sehr dhnliche Gehalte an Ammonium im
Magen aufwiesen. Anhand einer in vitro-Untersuchung mit Pansensaft, welcher mit mkFs
versetzt wurde, zeigten Hristov et al. (2004), dass der Einsatz von Caprin- und Laurinsdure
schon bei Konzentrationen von 0,0625 % (wt/vol) eine Reduktion von Ammoniak und

91



Diskussion

gleichzeitig einen Anstieg der Konzentration der freien Aminosiduren und der 10sliche
Proteine bewirkte. Die Autoren merkten jedoch kritisch an, dass eine Ubertragung dieser in
vitro-Ergebnisse auf in vivo-Situationen schwierig ist, da die Wirkung der Fettsduren durch
ihre Adsorption an Futterpartikel im Pansensaft vermutlich deutlich vermindert wird. Im
Magen des Schweines liegen im Gegensatz zum Pansen nur eine geringe Anzahl von
Bakterien und eine geringe Fermentationsrate vor. Deutliche Effekte der mkFs, wie sie
anhand des Pansensafts ermittelt wurden, sind somit nicht zu erwarten. Dies zeigte sich schon
in fritheren Untersuchungen mit antibakteriell wirksamen Substanzen, wie Virginiamycin, das
zwar im Ileum eine Absenkung der Ammoniakkonzentration durch die Senkung der
Bakterienkonzentration bewirken konnte, dies jedoch im Duodenum aufgrund der dort
vorherrschenden geringen Bakterienkonzentration nicht erreichte (Dierick et al., 1986a).

Im mittleren Jejunum zeigte sich fiir beide Gruppen eine kontrire Entwicklung. In der Gruppe
B lag die Ammoniumkonzentration signifikant (p = 0,013) unter der Konzentration der
Kontrollgruppe, wohingegen sich in der Gruppe C signifikant hohere Konzentrationen im
Vergleich zur Gruppe B (p < 0,001) und zur Kontrollgruppe (p = 0,020) finden lieBen. Fiir die
Gruppe B kam es im distalen Jejunum zu einer Veridnderung. Hier zeigte sich eine in Bezug
zur Kontrollgruppe signifikante Erhohung der Ammoniumkonzentration (p < 0,001). Auch in
Gruppe C war diese erhoht (p < 0,001). Im Caecum wiesen die beiden Versuchsgruppen
numerisch einen hoheren Ammoniumgehalt auf, jedoch war dies nicht abzusichern, da hier
eine groBBe Streubreite der Einzelwerte vorlag.

Die Konzentrationsverldufe der bakteriellen Metaboliten, die nur bei der Betrachtung der
Ammoniumkonzentration fiitterungsbedingte Effekte aufwiesen, legen nahe, dass ein durch
die mkFs hervorgerufener antibakterieller Effekt im Magen und proximalen bis mittleren
Diinndarmbereich beim Einsatz der freien Form nicht auszuschlieBen ist. Die gecoateten
mkFs lassen jedoch keine Hinweise auf antibakterielle Effekte im proximalen GI-Trakt
erkennen. Diese Unterschiede zwischen freien und gecoateten mkFs im proximalen GI-Trakt
lassen vermuten, dass der Coatingprozess bzw. dabel eingesetzte Substanzen einen Einfluss
auf die verarbeiteten mkFs haben konnten, der ihre Wirksamkeit im Vergleich zur frei
eingesetzten Form deutlich mindert. Bei einem Coating mit pflanzlichen Fetten ist aufgrund
ihres Verdaus durch die Pankreaslipase mit einer Freisetzung der wirksamen Substanzen im
mittlere Jejunum zu rechnen (Piva et al., 2007). Eine Freisetzung der mkFs, die mit einer
antibakteriellen Wirkung einhergeht, kann in der vorliegenden Arbeit anhand der kulturellen
Keimzahlbestimmung und der bakteriellen Metaboliten nicht nachvollzogen werden. Diese
Vermutungen stiitzen sich allerdings nur auf den Vergleich der in dieser Arbeit vorliegenden
Fiitterungsgruppen, da Studien iiber das Wirkverhalten der mkFs im Milieu des mittleren und
hinterem Jejunums fehlen. Ab dem distalen Jejunum geben sowohl die kulturelle
Lebendkeimzahlbestimmung als auch die bakteriellen Metaboliten keinen Hinweis auf
antibakterielle Effekte beider Produkte. Die Betrachtung der Ammoniumgehalte und der
kulturellen Lebendkeimzahlbestimmung weisen im Gegenteil auf eine vermehrte bakterielle
Besiedlung im Bereich des distalen Jejunums der Versuchsgruppen hin. Die
Ammoniumkonzentration in distalen Bereichen des GI-Trakts des Schweines wurde bisher im
Zusammenhang mit mkFs nicht ndher untersucht, da beim Fiitterungseinsatz ungeschiitzter
mkFs aufgrund der geringen Konzentrationen in diesen Bereichen nicht mit Effekten
gerechnet wurde (Decuypere und Dierick, 2003). Untersuchungen der Faeces praruminanter
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Kilber zeigten nach der Fiitterung von mkTg keine Unterschiede der Ammoniakkonzentration
(Sato et al., 2004). In dieser Studie wurde nicht die Konzentration der mkFs in der Faeces
bzw. im Dickdarm gemessen. Es ist aber davon auszugehen, dass dort vermutlich eine zu
geringe Konzentration der mkFs vorlag.

Um einen vermuteten antibakteriellen Effekt im Magen nachzuweisen, wurde mittels der
quantitativen PCR der Gehalt an Eubakterien, Laktobazillen und Escherichia ssp. bestimmt.
Die Anzahl der Eubakterien war im Magen in der Gruppe C hoher als in der Kontrollgruppe
(p = 0,034), auch in der Gruppe B war keine Absenkung der Eubakterien festzustellen. Fiir die
Laktobazillen konnte kein fiitterungsbedingter Einfluss festgestellt werden, was im
Zusammenhang mit den erhobenen Laktatkonzentrationen die Vermutung bekriftigt, dass die
mkFs in diesem Fiitterungsansatz keine antibakterielle Wirkung zeigten, sondern eine
Senkung der Stoffwechselaktivitit der Laktatbildner bewirkten. Die Bestimmung der
Escherichia ssp. im Magen mittels der qPCR gestaltete sich schwierig, da in der
Kontrollgruppe und der Gruppe B die Konzentration an Escherichia ssp. unterhalb der
Detektionsgrenze lag. Fiir einen Uberblick wurde fiir diese Tiere ein Wert von log;o = 2 pro g
Digesta festgesetzt, der als Detektionsgrenze angenommen wurde. Da in der Gruppe C fiir fast
alle Tiere eine zum Teil weit iiber der Detektionsgrenze liegende Escherichia ssp.-
Konzentration vorgefunden wurde, kann man in Bezug zu den beiden anderen Gruppen von
einer erhohten Keimzahl ausgehen (Kontrollgruppe: p = 0,009; Gruppe B: p = 0,010).
Aufgrund der iiberwiegend aeroben Verhiltnisse im Magen und im proximalen Diinndarm ist
dort nur mit einer geringen Konzentration dieser Bakteriengruppen zu rechnen, was sich in
der Kontrollgruppe und der Gruppe B deutlich zeigte. Aufgrund der nicht detektierbaren
Keimzahl kann nicht gesagt werden, ob die frei eingesetzten mkFs eine zusitzliche Senkung
der Escherichia ssp.-Konzentration bewirkten. Da die anderen Bakteriengruppen nicht durch
die mkFs beeinflusst wurden, ist dies aber unwahrscheinlich.

Mittels der qPCR konnte somit fiir diese betrachteten Keimpopulationen keine antibakterielle
Beeinflussung durch den Einsatz der mkFs nachgewiesen werden. Dies steht den Ergebnissen
der in vivo-Untersuchungen von Dierick et al. (2002b), welche mkTg in Kombination mit
einer Lipase einsetzten, entgegen. Dort konnte anhand der kulturellen Keimzahlbestimmung
in der Digesta des Magens eine signifikante Reduktion der aeroben Gesamtkeimzahl und
E. coli nachgewiesen werden. Die Anzahl der Laktobazillen lag numerisch unterhalb der
Anzahl der Kontrollgruppe. Beim Einsatz von Cuphea-Saat, die eine hohe Konzentration von
Caprinsdure enthilt, wieder in Kombination mit einer Lipase, konnte dagegen keine
Reduktion der Gesamtkeimzahl, der Coliformen und der Laktobazillen in der Digesta des
Magens nachgewiesen werden (Dierick et al., 2003). Mdoglicherweise spielt sowohl das
Fettsdureverhiltnis von Capryl- und Caprinsdure zueinander als auch das vorliegen von
Monoglyceriden eine Rolle bei der Entfaltung der antibakteriellen Wirksamkeit. Durch den
Verdau der mkTg durch die Lipase werden im Magen Monoglyceride frei, denen in einigen in
vitro-Untersuchungen eine deutlichere antibakterielle Wirkung zugesprochen wurde als den
mkFs (Kabara et al., 1972; Petschow et al., 1998; Sprong et al., 1999). Dies konnte ein Grund
fiir die differierenden Ergebnisse der vorliegenden Arbeit im Vergleich zu der Arbeit von
Dierick et al. (2002b) sein. Die geringe antibakterielle Wirkung der freiwerdenden
Monoglyceriden und mkFs der Cuphea-Saat begriinden die Autoren mit der geringen
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Konzentration von Caprylsidure der Cuphea-Saat, der sie ein hoheres antibakterielles Potential
zuschreiben als der Caprinsdure (Dierick et al., 2003). Diese Annahme deckt sich allerdings
nicht mit den Ergebnissen einiger in vitro-Untersuchungen, die mit gleicher Konzentration
beider mkFs eine deutlich hohere antibakterielle Wirkung mit der Caprinsdure erzielen
konnten (Kabara et al., 1972; Sprong et al., 2001). Ob die Unterschiede im Fettsdureverhiltnis
oder dem Vorhandensein von Monoglyceriden begriindet sind, ldsst sich anhand der wenigen
Studien nicht abschlieBend beurteilen.

Warum es in der vorliegenden Arbeit zu einer Erhohung der Escherichia ssp.-Konzentration
in der Magendigesta der Gruppe C kam, bleibt jedoch unklar.

Es war in dieser Arbeit somit nicht moglich, durch mikro- und molekularbiologische
Betrachtung einen Effekt der eingesetzten mkFs auf die gastrointestinale Mikrobiota
nachzuweisen. Neben den FEinflissen des eingesetzten Coatings, der vorliegenden
Fettsdureverhiltnisse und der differierenden Wirkungseffizienz der Monoglyceride im
Vergleich zu freien Fettsduren kristallisierten sich zwei Annahmen heraus:

a) die eingesetzte Konzentration der mkFs war zu gering, um messbare Effekte zu
erhalten

bzw.

b) der Magen-pH-Wert lag aufgrund der Sidurebindungskapazitit des Futters postprandial
oberhalb des pKs-Wertes der mkFs, so dass diese in dissoziierter Form vorlagen und
ihre antibakterielle Wirkung nicht entfalten konnten.

Um die in der Digesta vorliegende mkFs-Konzentration und dariiber hinaus die Effektivitit
des Coatings zu analysieren, wurde der Gehalt der mkFs gaschromatographisch bestimmt. Es
konnte im Magen ein signifikant hoherer Gehalt der Capryl- und Caprinsiure in den beiden
Versuchsgruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe nachgewiesen werden. Die mittleren
Konzentrationen von C8:0 und C10:0 betrugen in der Gruppe B 0,225 g/kg Digesta (uS)
respektive 0,328 g/kg Digesta (uS) und in der Gruppe C 0,252 g/kg Digesta (uS) respektive
0,286 g/kg Digesta (uS). Demgegeniiber lag in der Kontrollgruppe die mittlere Konzentration
von C8:0 bei 0,113 g/kg Digesta (uS) und von C10:0 bei 0,134 g/kg Digesta (uS). Nach
Herstellerangaben (unveroffentlichte Daten) wird bei einer Konzentration von 0,25 g/kg
Digesta (uS) je Fettsdure eine antibakterielle Wirkung erzielt. Somit lagen die
Konzentrationen im Magen im anvisierten Bereich, was jedoch nicht zum gewiinschten Effekt
fiihrte. Andere Studien fanden eine signifikante Reduktion der Keimzahlen erst bei
Konzentrationen von 3,5 ¢ mkFs in 1 kg Digesta (Dierick et al., 2002b). Diese Ergebnisse
wurden sowohl in vitro als auch in vivo verifiziert (Dierick et al., 2002a; 2002b).

Die Betrachtung der Konzentrationsverlidufe beider Fettsiuren im GI-Trakt zeigte eine
starke Abnahme im Ubergang vom Magen zum proximalen Diinndarm. Dies entspricht dem
typischen Absorptionsverhalten der mkFs, die sowohl im Magen (Aw und Grigor, 1980;
Hamosh et al., 1989) als auch im proximalen Diinndarm effizient absorbiert werden (Traul et
al., 2000). Da sich dieses Verhalten in beiden Versuchsgruppen in #hnlicher Weise
prasentierte, kann kein schiitzender Einfluss des Coatings nachgewiesen werden. Die
Konzentrationen der Fettsduren néherten sich schon im proximalen Diinndarm in allen drei
Fiitterungsgruppen einander an. Fiir die Caprinsédure zeigte sich zwar in der Gruppe B ein
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numerisch hoherer Wert, es lag aber eine grofle Variationsbreite der Einzeltierwerte vor.
AufBlerdem miissen die Daten des proximalen Diinndarms kritisch betrachtet werden, da hier
nur von wenigen Tieren Digesta gewonnen werden konnte und diese zum Teil stark mit
Gallensduren durchsetzt war. Zwar finden sich im distalen Diinndarm der Gruppe C im
Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant (p = 0,006) und bezogen auf Gruppe B tendenziell
(p = 0,091) hohere Konzentrationen der Caprylsdure, die auch im Caecum in der Gruppe C
verglichen zur Kontrollgruppe noch tendenziell erhoht waren (p = 0,080), die Werte liegen
jedoch unter einer antibakteriell wirksamen Konzentration. In dhnlicher Weise ist auch die auf
die Kontrollgruppe bezogene erhdhte (p = 0,006) Konzentration der Caprinsdure im Caecum
in der Gruppe B zu interpretieren. Schon in der Futterration war der Anteil der Caprylsdure in
der Gruppe C am hochsten und in der Gruppe B der Gehalt an Caprinsidure. So haben
vermutlich hohere Anfangskonzentrationen einen stirkeren Einfluss auf die Mengen im
distalen Bereich des GI-Trakts als das Coating. Beziiglich der Herstellung des gecoateten
Produkts wurde durch den Hersteller die Vermutung geduBlert, dass die mkFs sich wihrend
des Coatingverfahrens mit der Matrix aus pflanzlichen Fetten verbunden haben konnten. Dies
konnte bedeuten, dass die schiitzende Wirkung der langkettigen Fette der Matrix aufgehoben
wurde und die mkFs dieses Produkts in &dhnlicher Weise wie die ungecoateten mkFs
freigesetzt und dementsprechend in gleicher Weise absorbiert wurden. Die gemessenen
Konzentrationen der beiden Gruppen im Verlauf des GI-Trakts sprechen fiir eine solche
Vermutung.

Die Tatsache, dass die Fettsdauren im Magen keine antibakterielle Wirkung zeigten, erklért
sich moglicherweise durch ihr Vorliegen in dissoziierter Form. Auch wenn der genaue
Wirkmechanismus der mkFs nicht vollstindig aufgekldrt ist, wird anhand vieler
Untersuchungen davon ausgegangen, dass sie in undissoziierter Form in die Bakterien
eindringen, in ihrem Inneren dissoziieren und durch die daraus folgende pH-Wert-Senkung im
Zytosol wirken (Eklund, 1983; Hsiao und Siebert, 1999; Dierick et al., 2002b). Der
durchschnittliche pH-Wert der Magendigesta lag in der Kontrollgruppe bei 4,93, in der
Gruppe B bei 4,82 und in der Gruppe C bei 5,13. Dies erklirt sich aus der Tatsache, dass die
Ferkel 3 Stunden nach der Fiitterung getotet wurden, denn postprandial werden relativ hohe
Werte beim Ferkel gemessen (Dierick et al., 2002a). Es ist zu vermuten, dass aufgrund des bei
4,9 liegenden pKa mehr als die Hilfte der zugefiihrten Fettsduren im dissoziierten Zustand
vorlagen. Erst in der undissoziierten, fettloslichen Form ist es den freien Fettsduren moglich,
via Diffusion durch die Zellwand aus Peptidoglykanen in das Zytoplasma der Bakterien zu
gelangen. Viele Untersuchungen weisen deshalb auf eine Wirkungssteigerung der mkFs bei
pH-Senkung hin (Sprong et al., 2001; Sun et al., 2002). Dies mag auch ein Grund dafiir sein,
weshalb in anderen in vivo-Untersuchungen, in denen mittelkettige Triglyceride mit einer
exogen zugefiigten Lipase gefiittert wurden, hohere Konzentrationen eingesetzt werden
mussten, um eine antibakterielle Wirkung zu erzielen. Hierbei wurde ein pH-Milieu im
Wirkungsoptimum der Lipase gewihlt, das bei pH 5 bis 8 liegt (Dierick et al., 2002b).
Grundsitzlich war es in diesen Studien moglich, dem Organismus hohere Konzentrationen
der mkFs zuzufiihren, da sie in Triglyceridform vorlagen und damit die Futteraversion der
Ferkel, die bei zu hohen Konzentrationen der freien mkFs auftritt, vermieden werden konnte.
Durch die postprandial eintretende = pH-Wert-Erhohung, bedingt durch die
Saurebindungskapazitit des Futters, wurde im Magen ein geeignetes Milieu fiir die zugefiigte
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Lipase erreicht, sodass dort groBere Mengen an mkFs freigesetzt wurden (Dierick et al.,
2002b). Die eingesetzten Konzentrationen in der vorliegenden Arbeit beruhten auf den
Angaben des Herstellers. Durch die geringe Konzentration diirfte jedoch der Einfluss des pH-
Werts und damit die Balance zwischen undissoziiert und dissoziiert vorliegenden mkFs eine
entscheidendere Rolle spielen.

In dieser Arbeit wurde der Inhalt des gesamten Magens auf pH-Wert und Wirkung der mkFs
untersucht. Der Schweinemagen setzt sich anatomisch aus zwei Bereichen zusammen, der
pars glandularis, in der die Magensiure sezerniert wird und der pars non-glandularis. Es ist
anzunehmen, dass im Bereich der pars glandularis ein deutlich niedrigerer pH-Wert
vorherrscht und der Grof3teil der mkFs in undissoziierter Form vorliegt. Inwieweit in diesem
Bereich ein durch die mkFs hervorgerufener antibakterieller Effekt eintrat, der nicht allein auf
die pH-Wertsenkung zuriickzufiihren ist, kann hier nicht beurteilt werden und miisste in
weiteren Versuchen separat untersucht werden. Fiir den homogenisierten Inhalt des gesamten
Magens konnte dieser erwartete Effekt jedoch nicht gezeigt werden.

In diesem Zusammenhang muss auch iiberlegt werden, ob ein Verbringen der mkFs mit Hilfe
eines gecoateten Produkts in distalere Bereiche des GI-Trakts hilfreich ist. Im Diinndarm liegt
ein pH-Wert von 6 bis 7 vor, sodass die mkFs in dissoziierter Form vorliegen und somit nur
eine geringe Wirksamkeit aufweisen. Daraus ergibt sich, dass der antibakterielle Einsatz der
mkFs vornehmlich auf den Magen beschrinkt sein diirfte. Hierbei ist zu iiberlegen, ob eine
Ansduerung des Mageninhaltes die Wirksamkeit der mkFs verbessern wiirde. Dies konnte
durch Kombination mit anderen Futterzusitzen, z.B. organischen Séduren, erreicht werden.

5.3.3 Effekte der mittelkettigen Fettsiuren auf immunologische Parameter

Die Frage, ob die Fiitterung von mkFs eine Beeinflussung des Immunsystems des Ferkels mit
sich bringt, wurde auf mehreren Ebenen beantwortet. Die hdmatologische Untersuchung und
die Analyse des Differentialblutbildes wurden zu Beginn und am Ende der Fiitterungszeit
durchgefiihrt. Ob mkFs eine Veridnderung der Verhiltnisse der T-Zell-Subpopulationen, der
B-Zellen und der MHC Il-positiven Zellen im  peripheren Blut und den
Mesenteriallymphknoten bewirken, wurde anhand ihres Phinotyps durchflusszytometrisch
untersucht. Funktionell wurde der Einfluss der mkFs auf die Proliferationsleistung der
Lymphozyten des peripheren Bluts und die Phagozytoseleistung der Granulozyten und
Monozyten des Bluts betrachtet. Dariiber hinaus wurde in der zweiten Versuchsreihe die
Transkription verschiedener Zytokine im Ileumgewebe untersucht, um eine mdogliche lokale
Beeinflussung des Immunsystems zu erfassen.

Anhand der zu Beginn und gegen Ende durchgefiihrten Blutuntersuchungen konnten keine
Unterschiede zwischen den drei Gruppen festgestellt werden. Umwelteinfliisse und
tierindividuelle Faktoren hatten vermutlich einen groBeren Einfluss als der Einsatz der mkFs.
Die Streuung der Blutparameter war zudem hoch. Zu Beginn des Versuchs war in allen
Gruppen eine geringgradige Erhohung der segmentkernigen Granulozyten zu bemerken, die
sich evtl. auf den Transport zuriickfiihren lidsst. Ausschlieflich am Ende der Versuchszeit
wiesen alle Ferkel unabhingig ihrer Gruppenzugehdrigkeit eine normozytire, normochrome
Anidmie auf, die sich aber nicht in einem dazugehorigen klinischen Erscheinungsbild
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ausdriickte. Weiterfilhrende Untersuchungen waren nach Bekanntwerden der Andmie nicht
mehr moglich, sodass ihre Ursache nicht geklirt werden konnte.

Die Durchflusszytometrie ermoglicht die Identifizierung und Zuordnung von Zellen anhand
ihrer morphologischen und antigenen FEigenschaften. Mit dieser Methode konnen
Immunzellen phénotypisch charakterisiert und deren jeweiliger Anteil im peripheren Blut
oder in Geweben bestimmt werden. Es sollte untersucht werden, inwieweit die mkFs direkt
oder indirekt durch ihre Wirkung im Darmlumen als immunmodulierende Substanzen
wirksam werden und ob dies sich im relativen Anteil der Immunzellen in den
Mesenteriallymphknoten und im peripheren Blut widerspiegelt. In dieser Arbeit wurden
monoklonale Antikdrper (mAK) gegen die Oberflachenmolekiile CD4 und CDS8 sowie CD21
und MHC 1II zur Markierung der Subpopulationen eingesetzt und zusammen in einem Ansatz
untersucht. Die Kombination der mAk gegen CD4 und CDS$ sollte einen Uberblick iiber die
relativen Anteile der T-Helferzellen, der zytotoxischen T-Zellen zusammen mit NK-Zellen
und der doppelpositiven Gedéchtnis-T-Helferzellen (DP-Zellen) geben. Dabei konnten
sowohl in den Lymphknoten als auch im Blut sehr hohe individuelle Schwankungen
festgestellt werden. Im Blut lag in allen drei Gruppen ein durchschnittlicher relativer Anteil
von 24-25 % an zytotoxischen T-Zellen und NK-Zellen, ca. 10 % T-Helferzellen und 5-6 %
DP-Zellen vor. Lediglich in der Gruppe C konnte im Vergleich zur Gruppe B eine tendenziell
(p = 0,065) geringere relative Anzahl der T-Helferzellen nachgewiesen werden. In den
jejunalen Mesenteriallymphknoten zeigte sich kein Unterschied zwischen den Gruppen. Hier
lagen die T-Helferzellen im Durchschnitt mit ca. 21 %, die zytotoxischen T-Zellen und NK-
Zellen mit 10 % und die DP-Zellen mit 7 % an der Gesamtheit der Lymphozyten vor.

Die Kombination der mAk CD21 und MHC II wurde fiir die Betrachtung der antigen-
prasentierenden Zellen und der B-Zellen genutzt. CD21 stellt einen Rezeptor fiir die
Komplementkomponente C3d (CR2) und einen Korezeptor fiir B-Zellen dar. Er wird auf
reifen B-Zellen und follikuldren dendritischen Zellen exprimiert (Janeway und Travers,
2002). Reife B-Zellen erscheinen CD21- und MHC II-positiv. Die MHC II-positiven Zellen
umfassen eine grole Gruppe verschiedener Zelltypen, denen die Antigenprisentation mittels
dieses Oberflichenmolekiils gegeniiber den T-Helferzellen gemein ist. Monozyten,
Makrophagen und dendritische Zellen tragen das MHC II-Molekiil auf ihrer Oberfliche, es ist
aber auch auf reifen B-Zellen und einem Teil der CD8-positiven und DP-T-Zellen zu finden
(Lunney und Pescovitz, 1987; Gerner et al., 2008). Daraus erklart sich auch der grofe Anteil
dieser so markierten Zellpopulation, die im Blut durchschnittlich 31-35 % und in den
Mesenteriallymphknoten durchschnittlich 28 % ausmachte. Der relative Anteil an reifen B-
Zellen war mit ca. 10 % im peripheren Blut deutlich geringer als im Mesenteriallymphknoten
mit durchschnittlichen 28 %. Dabei zeigten sich erneut sehr hohe individuelle Schwankungen.
Obwohl sich zahlreiche Studien mit der phdnotypischen Untersuchung porciner Lymphozyten
beschiftigen, liegen keine Referenzdaten fiir Ferkel dieser Altersklasse vor. Ausgehend von
einer gruppenvergleichenden Betrachtung kann festgestellt werden, dass fiir den Einsatz der
mkFs im Futter kein Einfluss auf die relative Anzahl der hier untersuchten Zellpopulationen
nachgewiesen werden konnte. Aufgrund der eingesetzten niedrigen mkFs-Konzentration im
Futter, der hohen Absorptionsrate und des direkten Transports iiber die Portalvene zur Leber
ist zu erwarten, dass nur eine geringe Konzentration der mkFs die jejunalen
Mesenteriallymphknoten und auch das periphere Blut erreicht. Weder direkte noch indirekte
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Effekte der mkFs, beispielsweise durch eine veridnderte Immunantwort infolge Senkung der
Bakterienkonzentration im Darmlumen, konnten im Rahmen dieser Arbeit nachgewiesen
werden.

Fettsduren haben einen Einfluss auf die Expression von MHC II-Molekiilen auf der
Oberfliche antigenprédsentierender Zellen (Udey et al., 1991). Auf dieser Grundlage
untersuchten Tzuzuki ef al. (2006) an dendritischen Zellen, die aus Ratten isoliert wurden, die
Effekte von mkFs und IkFs. Sie gingen davon aus, dass besonders die dendritischen Zellen
durch den direkten Kontakt mit den im Futter enthaltenen Fettsduren in ihrer
immunologischen Funktion beeinflusst werden. Da dieser Zelltypus zudem als
antigenprisentierende Zelle immunologische Vorginge modulieren kann, konnten Fettsiuren
iiber die Beeinflussung dendritischer Zellen einen weiterreichenden immunologischen Effekt
haben. Fiir 1kFs wurde eine Reduktion der MHC II-Expression nachgewiesen, jedoch fanden
sich keinerlei Einfliisse durch den Einsatz von mkFs auf die dendritischen Zellen. Es wird
vermutet, dass es aufgrund der lingeren Kohlenstoffkette der langkettigen Fettsduren zu
Interaktionen mit der MHC II-Molekiilstruktur kommt und so nach Induktion der Reifung der
dendritischen Zellen eine Verminderung der Antigenprésentation verursacht wird (Tsuzuki et
al., 2006). Diese Vermutung legt nahe, dass mkFs im direkten Zellkontakt aufgrund ihrer
geringeren MolekiilgroBBe nur geringe immunmodulatorische Wirkung haben.

Die Lymphozytenproliferation dient als eine etablierte ex vivo-Methode zur Einschitzung
der Immunkompetenz. Das Prinzip beruht darauf, dass die antigenspezifischen Lymphozyten,
die im Korper in geringer Anzahl vorliegen, sich vermehren miissen, bevor sie zu
funktionalen Effektorzellen ausdifferenzieren. Erst durch diese Vermehrung steht eine
ausreichende Zellzahl fiir die verschiedenen funktionellen Aufgaben zur Verfiigung (Janeway
und Travers, 2002). Polyklonalen Mitogenen, wie dem Lektin Con A, ist es im Gegensatz zu
anderen Antigenen moglich, bei Lymphozyten unterschiedlicher klonaler Herkunft und
Spezifitidt eine Mitose auszulosen. Die ausgeloste Lymphozytenproliferation entspricht im
Prinzip der durch andere Proteinantigene induzierten Zellvermehrung, sodass anhand der
Mitogene ein Riickschluss auf die Lymphozytenreaktion moglich ist. In den meisten Fillen
wird der Einbau von 3H—Thymidin in die zelluldire DNA als Mal} fiir das Zellwachstum
herangezogen (Janeway und Travers, 2002). In dieser Arbeit wurde BrdU, das in die DNA der
proliferierten Zellen eingebaut wird, als Marker genutzt. Eine spitere Detektion erfolgte durch
Markierung mit einem anti-BrdU-mAK und einer Quantifizierung im FACS.

Es wurden die Mitogene Concanavalin A (Con A) und Lipopolysaccharid (LPS) O111
eingesetzt. Con A gehort zu der Gruppe der Lektine und stellt ein typisches T-Zell-Mitogen
dar. Dagegen wurde das LPS, ein Bestandteil der #ufleren Membran der Zellwand
gramnegativer Bakterien, als B-Zell-Mitogen eingesetzt. Dargestellt wurde die funktionelle
Proliferationsleistung als Stimulationsindex, der das Verhiltnis der Proliferationsrate der
Zellen mit Mitogenkontakt zur Proliferationsrate der Zellen ohne Kontakt zu dem jeweiligen
Mitogen beschreibt.

Die Fiitterung der mkFs zeigte im Gesamtversuch keinen signifikanten Einfluss auf den
Stimulationsindex. Lediglich durch die Con A-Stimulation konnte in der Gruppe C im
Vergleich zur Kontrollgruppe ein tendenziell (p = 0,073) hoherer Stimulationsindex
nachgewiesen werden. Neben einer hohen tierindividuellen Streuung konnte zusitzlich eine
groBe Variation der Stimulationsindizes zwischen den beiden Versuchsreihen festgestellt
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werden. Sowohl durch Con A als auch durch LPS konnten in der ersten Versuchsreihe
deutlich hohere Stimulationsindizes erreicht werden als in der zweiten Versuchsreihe. Im
zweiten Versuchsdurchgang zeigte sich der Stimulationsindex ausgeldst durch Con A in der
Gruppe C signifikant (p = 0,045) erhoht im Vergleich zur Kontrollgruppe. Auffallend war in
der zweiten Versuchsreihe der unter 1 liegende Stimulationsindex fiir das LPS, was bedeutet,
dass es in den unbehandelten Proben zu einer stirkeren Proliferation der mononukledren
Zellen kam als durch die Behandlung mit LPS.

Die grofle Streuung der Stimulationsindizes ldsst darauf schlieBen, dass Einflussfaktoren
seitens der Umwelt und des Tieres stirker ausgeprigt waren als die der unterschiedlichen
Fiitterung. Jedoch scheint das gecoatete mkFs-Produkt einen gewissen forderlichen Einfluss
auf die Proliferation der T-Lymphozyten zu haben. Ob dies durch eine verbesserte Absorption
der mkFs durch Bestandteile des Coatings, das aus pflanzlichem Fettmaterial bestand,
hervorgerufen wurde, ist unklar. Da der Einsatz der ungeschiitzten mkFs, wie in Gruppe B, zu
keiner Steigerung der Proliferation fiihrte, ist ein direkter Einfluss der mkFs eher
unwahrscheinlich. Es muss davon ausgegangen werden, dass nur minimale Konzentrationen
der mkFs im peripheren Blut zirkulierten, da nur eine geringe Konzentration im Futter
eingesetzt wurde und der groBte Teil der absorbierten mkFs iiber das Portalvenenblut zur
Leber transportiert und dort metabolisiert wird (Marten et al., 2006). Deshalb ist nur mit einer
sehr geringen mkFs-Exposition der peripheren Lymphozyten zu rechnen, die keine
funktionelle Beeinflussung mit sich bringen diirfte. Die Mdoglichkeit, dass bei der Absorption
von Fettsduren eine lokale Beeinflussung der intestinalen Lymphozyten stattfindet, konnten
Miura et al. (1993) fiir Olsdure im Darm von Ratten nachweisen. Nach Absorption der
Olsiure konnte ein vermehrter Transport der Lymphozyten in die intestinale Lymphe und eine
Steigerung der mitogeninduzierten Proliferationsleistung der intestinalen Lymphozyten
festgestellt werden. Dies konnte fiir Caprylsidure jedoch nicht nachgewiesen werden, sodass
vermutet wurde, dass die Lipoproteine, die bei der Absorption der 1kFs gebildet werden, fiir
diese Effekte verantwortlich sein konnten. Die Steigerung der Proliferationsleistung der
Lymphozyten wird von Cuthbert er al. (1986) in einer moglichen Interaktion zwischen
Lipoproteinen und intestinalen Lymphozyten gesehen. Goppelt et al. (1985) vermuten
dagegen, dass sich die Lipoproteine in die Phospholipidmembran der Lymphozyten einbauen
und so ihre Proliferationsfihigkeit fordern. Da weder eine Chylomikronenbildung nach der
Absorption der mkFs stattfindet noch der Einbau der mkFs in Form von Lipoproteinen in die
Phospholipidmembran der Lymphozyten beobachtet wurde, ist eine Beeinflussung ihrer
Proliferationsleistung mittels mkFs unwahrscheinlich und die in Gruppe C erreichte
Steigerung der Proliferationsleistung nach Con A-Stimulation vermutlich durch Bestandteile
des Coatings, eventuell durch die IkFs, bedingt.

Die betrichtlichen Unterschiede zwischen den beiden Versuchsreihen lassen sich nur schwer
erklidren. Die Bedingungen wurden in beiden Zeitrdumen konstant gehalten, sodass durch
Einfliisse der Haltung und Fiitterung nur minimale Unterschiede zu erwarten waren. Es lagen
geringe Variationen bei der Zellgewinnung und dem Proliferationsansatz vor, wie z.B.
unterschiedliche Raumtemperatur und Arbeitsgeschwindigkeit, die jedoch nur geringe
Abweichungen erkldren konnten. Moglicherweise lag bei den Ferkeln, die fiir den zweiten
Versuchsansatz genutzt wurden, schon zu Beginn eine andere immunologische
Grundsituation vor, als bei den Ferkeln der ersten Versuchsreihe.
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Eine Besonderheit stellte die geringe Proliferationsleistung der Zellen infolge der LPS-
Stimulation dar. Dies zeigte sich besonders drastisch im zweiten Versuchsdurchgang, bei dem
eine geringere Proliferation nach LPS-Exposition nachzuweisen war als in unstimulierten
Zellen. Eine proliferative Wirkung des LPS von E. coli O111 im Schwein wurde von Fenwick
et al. (1986) beschrieben. Vorab konnte bei 21 Tage alten Ferkeln, denen im Zuge anderer
Untersuchungen am Institut fiir Tiererndhrung Blut entnommen wurde, nur eine geringe
Proliferation durch die beiden LPS-Typen O55 und O111 ermittelt werden. Aus dem Blut
eines 6 Wochen alten Ferkels aus der Schweineklinik der FU Berlin gelang es mit den beiden
LPS-Typen, eine deutliche Proliferation der mononukleiren Zellen zu erzielen. Uber
Vorerkrankungen und mogliche Kontakte mit erkrankten Ferkeln lagen keine Informationen
vor. LPS bewirkt eine Proliferation und Differenzierung von B-Lymphozyten (Binns, 1982).
Gleichzeitig kommt es zur Aktivierung von CD14"-Zellen (Monozyten, Makrophagen) und
der Sekretion von TNFo und anderen Zytokinen (Beutler und Rietschel, 2003). Die
Makrophagen und ihre Zytokinsekretion scheinen eine wichtige Rolle bei der B-
Lymphozytenproliferation zu spielen (Fenwick und Osburn, 1986). Zur Isolation der
Lymphozyten aus dem peripheren Blut wurde in dieser Arbeit eine Aufreinigung iiber Ficoll
genutzt, d.h. dass die Lymphozyten in relativ reiner Form in dem Proliferationsansatz
vorlagen und daher moglicherweise eine zu geringe Anzahl Zytokin-sezernierender
Phagozyten in den Ansitzen vorhanden war. Dies mag dazu gefiihrt haben, dass diese Form
der B-Lymphozyten-Stimulation nicht voll ausgeprigt war. Im Vollblut wiirden die
physiologischen Verhiltnisse besser simuliert, jedoch konnten durch die Aufreinigung iiber
Ficoll einheitlichere Bedingungen hergestellt werden, da die Konzentration der eingesetzten
Lymphozyten durch vorheriges Auszéhlen in allen Ansitzen fast identisch eingestellt war.

Die ex vivo-Untersuchung der Phagozytoseleistung der Granulozyten und Monozyten wurde
mit dem Testkit Phagotest® untersucht, welches in der Humanmedizin zur klinischen
Diagnostik einsetzt wird. Dabei wurde sowohl die Anzahl der phagozytierenden Granulozyten
und Monozyten als auch die Phagozytoseleistung (Anzahl der pro Zelle phagozytierten
Bakterien) betrachtet. Erneut zeigten sich, wie auch bei den anderen immunologischen
Parametern, starke tierindividuelle Unterschiede. Tendenziell konnte in der Gruppe B im
Vergleich zur Kontrollgruppe eine geringere Anzahl an phagozytierenden Granulozyten
ermittelt werden (p = 0,073). Ansonsten fiel sowohl bei der Anzahl der phagozytierenden
Monozyten als auch bei der Phagozytoseleistung beider Zellpopulationen kein signifikanter
fiitterungsbedingter Einfluss auf. Jedoch schien auch die Phagozytoseleistung in der Gruppe B
numerisch etwas geringgradiger ausgeprégt zu sein als in den beiden anderen Gruppen.

Fiir Ferkel gibt es bisher keine Referenzdaten der Phagozytoseleistung. Daher kann nicht
beurteilt werden, ob sich die in dieser Arbeit erhobenen Daten in einem dem Alter
entsprechenden Bereich befinden. Die Aussagen des Phagotests® beziehen sich deshalb nur
auf einen Vergleich zwischen den einzelnen Fiitterungsgruppen. Aufgrund der sehr breiten
Streuung der Daten kann davon ausgegangen werden, dass Einfliisse der Umwelt und des
einzelnen Tiers einen stirkeren Einfluss auf die Phagozyten hatten als der Einsatz der mkFs.
Die Tatsache, dass der Anteil der phagozytierenden Granulozyten in der Gruppe B tendenziell
und die Zahl der phagozytierten Bakterien pro Zelle numerisch geringer war, ldsst vermuten,
dass mkFs eine Phagozytose-mindernde Wirkung haben. Diese spiegelt sich jedoch nicht in
der Gruppe C wider, was moglicherweise an einer verdnderten Absorption der mkFs in das
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Blut oder an Substanzen des Coatings liegen konnte. Im Vergleich zu langkettigen
ungesittigten Fettsduren ist bisher noch sehr wenig iiber die Wirkung von gesittigten
Fettsduren auf porcine Neutrophile bekannt. In vielen Studien wurde iiberwiegend die
Beeinflussung des O, -erzeugenden Systems der Neutrophilen durch Fettsduren untersucht.
Dabei zeigte sich, dass gesittigte Fettsduren ein guter Stimulus fiir die O, -Erzeugung in
porcinen Neutrophilen sind, wobei die Capryl- und Caprinsdure im Vergleich zu den
langerkettigen ungesittigten Fettsduren geringere Effekte zeigten (Tanaka et al., 1988).
Bellinati-Pires et al. (1993) wiesen dagegen einen direkten Einfluss von mkTg auf den
Metabolismus humaner Neutrophiler nach. Die eingesetzten mkTg bewirkten sowohl eine
Senkung des prozentualen Anteils phagozytierender Neutrophiler als auch eine reduzierte
Anzahl aufgenommener Bakterien pro Phagozyt. Somit wurde ein dhnlicher Befund, wie er
sich in der Gruppe B zeigte, erhoben. Jedoch war die Konzentration der eingesetzten
Triglyceride mit 20 mg pro ml Inkubationslosung (entspricht ungefdhr 110 mM) sehr hoch.
Zusitzlich fanden Bellinati-Pires ef al. (1992) in diesen Versuchsansitzen heraus, dass die
Inkubation humaner Neutrophiler mit mkTg zu einer verringerten Chemotaxis und zufilligen
Migration fiihrte. Zusétzlich 1oste die Inkubation der Neutrophilen mit mkTg ohne weitere
Stimulation durch LPS eine Nitroblautetrazolium (NBT)-Reduktion aus, welche als Maf} fiir
den oxidativen Metabolismus der Neutrophilen steht. Dies wurde nach Inkubation mit 1kTg
nicht beobachtet (Bellinati-Pires et al., 1993). Die Autoren sehen daher mkTg als potentielle
Promotoren fiir Gewebeinsulte, die durch vermehrte ungerichtete Freisetzung freier Radikale
bedingt sind. Dies konnten Wanten ez al. (2002), die die Wirkung verschiedener ungesittigter
Fettsauren auf isolierte humane Neutrophile in Konzentrationen von 1 bis 10 mM
untersuchten, nicht bestétigen. Sie konnten durch den Einsatz der langkettigen Fettsiduren, aber
nicht durch die Capryl- und Caprinséure, eine Induzierung der Radikalproduktion feststellen.
Dies ldsst eine dosisabhingige Wirkung der mkTgs auf die Neutrophilen vermuten. Da sich
diese Untersuchungen alle auf den Einsatz in der parenteralen Erndhrung beziehen, waren die
Neutrophilen den Triglyceriden und nicht nur den freien Fettsduren ausgesetzt und zusétzlich
mit sehr hohen Konzentrationen konfrontiert. Beides war bei der Verfiitterung von mkFs nicht
der Fall, sodass von signifikanten Einfliissen der absorbierten mkFs auf Phagozyten des
peripheren Bluts nicht auszugehen ist.

Fiir die zweite Versuchsreihe wurde zusitzlich die Zytokinexpression auf mRNA-Ebene fiir
die Zytokine IFNy, IL1p und TNFo und die Chemokine MIP1f3 und MCP1 im Ileumgewebe
gemessen. Dabei muss die Heterogenitit der entnommenen Gewebestiicke kritisch betrachtet
werden, die einen Vergleich der untersuchten Proben und die Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse erschwert. Das Ileumgewebe wurde aufgrund der dort vorherrschenden hohen
Dichte immunologischer Zellen ausgesucht, sodass mogliche Effekte der mkFs deutlicher
nachweisbar sind. Da mit einer raschen Absorption der frei vorliegenden mkFs im proximalen
GI-Trakt gerechnet wurde, wurde die Hypothese aufgestellt, dass zumindest bei der Gruppe
C, in der die gecoateten mkFs ihren Einsatz fanden, eine Beeinflussung der Zytokinexpression
vorliegen konnte. Signifikante Unterschiede zeigten sich jedoch in keiner der beiden
Versuchsgruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe. Nur numerisch waren gewisse
Unterschiede zur Kontrollgruppe sichtbar, die aufgrund der groflen Streubreite und der
geringen Tierzahl nur vorsichtig interpretierbar sind.
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IL1P und TNFa reprisentieren zwei proinflammatorische Zytokine, die beide hauptsdchlich
von Monozyten und Makrophagen freigesetzt werden (Murtaugh, 1994). Lokal bewirken sie
eine Aktivierung des Gefdlendothels und eine Erhohung der GefaBwandpermeabilitiit, sodass
es zu einem verstirkten Einstrom von IgG, Komplement und Zellen in das Gewebe und einer
erhohten Fliissigkeitsableitung zu den Lymphknoten kommt (Janeway und Travers, 2002).
IL1B bewirkt im Knochenmark eine vermehrte Freisetzung von neutrophilen Granulozyten.
TNFa fiihrt zu einer Stimulation der Phagozytoseleistung der Makrophagen und fordert die
Migrationsfihigkeit neutrophiler Granulozyten. Dariiber hinaus spielt TNFo eine Rolle bei
der Bildung von Akutphase-Proteinen in der Leber (Werdan et al., 2005).

Die Ergebnisse der Messung der beiden Zytokine waren in dieser Arbeit kontrdr. Im Mittel
wurde weniger IL1P in den beiden mkFs-Fiitterungsgruppen als in der Kontrollgruppe
exprimiert. Dagegen zeigte sich in diesen Gruppen fiir TNFo eine numerisch hohere
Expression auf der Ebene der mRNA im Vergleich zur Kontrollgruppe. Diese Beobachtungen
konnten nicht statistisch abgesichert werden. Andoh et al. (2000) konnten mit einer
Konzentration von 5 mmol/l Caprylsdure in einer fetalen intestinalen Epithelzelllinie eine
proinflammatorische Wirkung nachweisen, die sich in einer IL13- und TNFa-induzierten IL8-
Sekretion und einer durch IL1B- und TNFa-induzierte Nuclear Factor(NF)-xB Aktivierung
duBerte. Jedoch war die proinflammatorische Wirkung der Caprylsidure im Vergleich zu der
ebenso untersuchten langkettigen Olsdure gering ausgeprigt. Der parenterale Einsatz von
Mixturen aus mkTg und 1kTg bewirkt dagegen eine signifikante Senkung von TNFa und IL1f3
im Blut, was durch die hohere Konzentration der Fettsduren begriindet ist (Reimund et al.,
2004; Buenestado et al., 2006). Wohl aufgrund der in dieser Arbeit vorliegenden geringen
Konzentration der mkFs im Bereich des Ileum zeigten sich die IL1B- und TNFa-Expressionen
unbeeinflusst.

Bei IFNy handelt es sich auch um einen Mediator inflammatorischer Prozesse. Es wird von
aktivierten NK-Zellen, Tyl-Zellen und zytotoxischen T-Zellen sezerniert. IFNy dient
wiederum als potenter Stimulator der MHC II-Expression in humanen und porcinen
Endothelzellen. In Monozyten und Makrophagen induziert IFNy die TNFa-Sekretion, die
Freisetzung reaktiven Sauerstoffs und fordert die LPS-induzierte IL1B-Sekretion (Braun et al.,
2004).

Fiir das IFNy zeigte sich ein Unterschied zwischen den beiden mkFs-Fiitterungsgruppen, der
nicht statistisch abzusichern war. Die Gruppe B zeigte im Vergleich zur Kontrollgruppe eine
hohere IFNy-Expression, wogegen diese in der Gruppe C mit den gecoateten mkFs unter der
der Kontrollgruppe lag. In vitro-Versuche an IEL von Maiusen, in denen Caprylsdure
zugesetzt worden war, wiesen nach der Stimulation mit anti-CD3 keine Verdnderung der
IFNy-Sekretion auf (Hara et al., 2003). Es konnte aber in dem gleichen Versuchsansatz eine
Senkung der IFNy-Sekretion durch den Einsatz von lkFs erreicht werden.

MIP1f (engl. macrophage inflammatory protein 1 beta) und MCP1 (engl. monocyte
chemoattractant protein 1) gehoren zu der Gruppe der CC-Chemokine, die sich von anderen
Chemokinen durch ihr zwei direkt hintereinander auftretenden Cysteine am Amino-Terminus
unterscheiden. Sie werden von Makrophagen, NK-Zellen, Fibroblasten, Mastzellen und T-
Zellen exprimiert sowie sezerniert und wirken als Lockstoffe fiir Monozyten, aktivierte T-
Lymphozyten, basophile und eosinophile Zellen (Solomon et al., 2003; Modi et al., 2006).
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Beide Chemokine spielen mittels Makrophagen-Rekrutierung auch eine wichtige Rolle bei
granulomatdsen inflammatorischen Prozessen, wie sie bei Ferkeln nach einer Infektion mit
porcinem Circovirus 2 anzutreffen sind (Kim und Chae, 2004).

MIP1B wurde in beiden Versuchsgruppen etwas hoher exprimiert als in der Kontrollgruppe.
Dagegen zeigte sich fiir MCP1 lediglich in der Gruppe B eine leicht erhohte Expression im
Vergleich zur Kontrollgruppe und zur Gruppe C, die eine fast identische MCP1-Expression
wie die Kontrollgruppe aufwies. Statistisch signifikante Unterschiede lagen nicht vor. Hohe
Konzentrationen dieser Chemokine und die dadurch ausgeloste stark erhohte Makrophagen-
Rekrutierung stehen in Zusammenhang mit Gewebsschidigung (Kim und Chae, 2004), jedoch
wurden in diesem Versuch keine derartig hohen Konzentrationen erreicht.

Die allgemeinen Einfliisse der mkFs auf die Zytokinexpression im Darm des Ferkels wurden
bisher nicht niher untersucht. Untersuchungen an Ratten, die iiber Sondenfiitterung mkTg oral
zugefiihrt bekamen, zeigten nach LPS-Injektionen eine geringere Expression der
proinflammatorischen Zytokine (TNFa, I1-18, MIP2, MCP1, IFNy). Die mit mkTg gefiitterte
Rattengruppe zeigte im Vergleich zu einer lkTg-gefiitterten Gruppe eine erhohte IL6-
Expression im Ileumgewebe. IL6 moduliert im Darm die IgA-Sekretion. Nach der LPS-
Injektion war die IgA-Sekretion in der mkTg-Gruppe signifikant hoher als in jener, die mit
IkTg gefiittert worden war (Kono et al., 2004). Diese Ergebnisse legen die Vermutung nahe,
dass die mkFs nicht nur iiber ihre antibakterielle Wirkung, sondern auch direkt durch
Beeinflussung der Zytokinexpression eine Wirkung auf das Immunsystem haben konnten. In
dieser Studie wurde aber eine hohere Konzentration der mkFs (5 g/kg Futter) eingesetzt und
durch eine LPS-Injektion ein zusitzlicher massiver Stimulus gesetzt. Die Ferkel im
vorliegenden Versuch waren weder einer erhohten LPS-Exposition ausgesetzt, noch wiesen
sie gastrointestinale Erkrankungen auf, sodass keine durch duflere Umstdnde verstirkte
Zytokinfreisetzung im Darm deutlichere Unterschiede provozieren konnte. Dariiber hinaus
wurde die Messung der Zytokine im Ileumgewebe durchgefiihrt, wo aufgrund der schnellen
Absorption von mkFs nur noch sehr geringe Konzentrationen vorlagen. Um eine
immunmodulierende Wirkung der mkFs auf die Zytokinexpression nachzuweisen, bedarf es
moglicherweise einer Stimulierung des Immunsystems z.B. mittels einer Inokulation des GI-
Trakts mit einem Pathogen. Dabei konnte beurteilt werden, ob die durch den Stimulus
induzierte Zytokinexpression durch die Fiitterung von mkFs beeinflusst wird.

Obwohl in der Digesta des distalen Jejunums in der Gruppe C die hochste Konzentration
coliformer Bakterien gefunden wurde, hatte dies keinen Einfluss auf die Zytokinexpression
im Ileumgewebe, in dem sich nur numerische Unterschiede zwischen den Gruppen
nachweisen lieen. Mogliche Griinde fiir fehlende immunmodulatorische Effekte der mkFs in
der vorliegenden Studie sind, neben einer moglichen fehlenden Wirkung der mkFs, im
methodischen Bereich zu suchen. Eine hohere Dosierung der Fettsduren sowie der Versuch
einer Stimulierung der Zytokinfreisetzung z.B. mittels eines Infektionsversuchs wéren
mogliche Ansitze.
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5.4 Schlussfolgerung und Ausblick

Zusammenfassend ist festzustellen, dass die mkFs in der hier eingesetzten Form im
Fiitterungsversuch keine antibakteriellen Effekte im Darmtrakt aufwiesen. Dies hing
moglicherweise mit dem durch die Sdurebindungskapazitit des Futters bedingten postprandial
erhohten pH-Wert im Magen zusammen. Bei einem pH-Wert um 5 lag ein Grofteil der
eingesetzten mkFs in dissoziierter Form vor, sodass ihre antibakterielle Wirksamkeit
vermutlich reduziert war. Ab dem vorderen Diinndarmbereich griindet sich die nicht zu
beobachtende Wirksamkeit auf einer zu geringen Konzentration der mkFs im Lumen des
Darms, die durch die rasche Absorption im Magen und im proximalen Jejunum bedingt sein
konnte. Auch die Verwendung gecoateter mkFs konnte diese Absorptionskinetik nicht
signifikant beeinflussen. Die immunologischen Daten wiesen keine Beeinflussung durch die
eingesetzten mkFs auf. Allerdings ergaben sich Hinweise auf eine erhohte
Verdauungsleistung in  Form  einer  verbesserten  praecaecalen  scheinbaren
Rohproteinverdaulichkeit.

Neben dem FEinsatz hoherer Konzentrationen der beiden mkFs sollte weiterhin die
Zusammensetzung der mkFs-Produkte iiberdacht werden. In dieser Studie kamen nur die
Capryl- und Caprinsédure als freie mkFs zum Einsatz. Viele in vitro-Studien zeigten jedoch die
ausgepragtesten antibakteriellen Effekte gegen gramnegative und grampositive Keime beim
Einsatz von Laurinsidure und den Monoglyceriden Monocaprin und Monolaurin (Kabara et al.,
1972; Bergsson et al., 1998; Petschow et al., 1998; Sprong et al., 2001; Van Immerseel et al.,
2004). Da auBerdem das pH-Milieu Einfluss auf die antibakterielle Wirksamkeit der mkFs
hat, wire bei Senkung des Magen-pH-Werts durch Zusitze wie organischen Séauren
moglicherweise eine Wirkungssteigerung zu erwarten. Damit konnte erreicht werden, dass ein
groBerer Anteil der mkFs in undissoziierter und damit wirksamer Form vorliegt und so auch
geringere Konzentrationen effektiv sind. In diesem Zusammenhang sollte auch der Einfluss
des Dissoziationsgrades der mkFs auf einen moglichen direkten und von mikrobiellen
Einfliissen unabhiingigen Effekt auf das Immunsystem des Darms betrachtet werden. Die
vorliegende Arbeit konnte keine Modulation der untersuchten immunologischen Parameter
durch mkFs nachweisen. Es wire sinnvoll, die Darmabschnitte, die mit einer hoheren
Konzentration der mkFs in Kontakt kommen, auf immunologische Verdnderungen zu
untersuchen, da fiir andere Spezies bereits Effekte ermittelt wurden (Kono et al., 2004).

104



Zusammenfassung

Zusammenfassung

Susanne Buchheit: Untersuchungen zum Einsatz von mittelkettigen Fettsduren in der
Fiitterung von Absetzferkeln

Mittelkettige Fettsduren (mkFs) konnen antibakteriell wirken. Die vorliegende Studie wurde
zur Evaluierung moglicher Effekte auf die Darmflora und das Immunsystem bei
Absetzferkeln durch den Einsatz der mkFs in der Fiitterung durchgefiihrt. Zudem sollte die
Anwendung von frei vorliegenden und gecoateten mkFs verglichen werden.

Zu diesem Zweck wurde ein Fiitterungsversuch mit drei Fiitterungsgruppen mit je 2 mal 6
abgesetzten Ferkeln, aufgeteilt auf zwei Versuchsdurchginge, durchgefiihrt. Die
Kontrollgruppe erhielt ein Standard-Ferkelaufzuchtfutter und die Versuchsgruppe B eine
Mischung dieses Ferkelaufzuchtfutters mit 0,3 % eines Produkts, das die beiden mkFs Capryl-
und Caprinsdure in freier Form in Kombination mit Aromastoffen enthielt. Die
Versuchsgruppe C erhielt eine Mischung, in der dieses Produkt in gecoateter Form vorlag.
Nach einer Fiitterungsphase von 25 bis 27 Tagen wurden am 26., 27. und 28. Versuchstag je 2
Ferkel jeder Gruppe getotet. Thnen wurde Blut, Mesenteriallymphknoten und Ileumgewebe
entnommen. Zusitzlich wurde die Digesta des Magens, des vorderen, mittleren und hinteren
Jejunums, des Caecums und des Colons gewonnen. Neben zootechnischen Daten
(Gesundheitszustand, Lebendmasse, Futteraufnahme) wurden verdauungsphysiologische
Parameter anhand der scheinbaren praecaecalen Verdaulichkeit von Rohnihrstoffen, dem pH-
Wert und der Trockensubstanz der Digesta untersucht. Die Freisetzung der gecoateten mkFs
wurde durch die Messung der mkFs-Konzentrationen in den verschiedenen Abschnitten des
Gastrointestinaltrakts gepriift. Einfliisse der mkFs auf die intestinale Mikrobiota wurden im
hinteren Jejunum und Caecum anhand der kulturellen Keimzahlbestimmung fiir aerobe,
anaerobe und coliforme Bakterien iiberpriift. In der Magendigesta wurde die Konzentration
von Laktobazillen, Eubakterien und Escherichia ssp. mittels qPCR beurteilt. Zusitzlich
wurden bakterielle Metaboliten (kurzkettige Fettsduren, Laktat- und
Ammoniumkonzentration) bestimmt. Die immunmodulatorische Wirkung der mkFs wurde
anhand der Phagozytoseleistung der Blut-Neutrophilen mittels Phagotest®, der
durchflusszytometrischen Bestimmung der relativen Anteile der CD4 CD8"-, CD4'CDS8 -,
CD4*CDS8*-Lymphozyten und der MHC CD21%-, MHC*CD21 -, MHC'CD21"-Zellen im Blut
sowie den Mesenteriallymphknoten und der Proliferationsleistung der peripheren
Blutlymphozyten nach Con A- und LPS-Stimulation beurteilt. Im Ileumgewebe wurde mittels
der qPCR die Expression der Zytokine MIP1f3, IFNy, IL1B, TNFa und MCP1 auf mRNA-
Ebene bestimmt.

Der Gesundheitsstatus und die Lebendmassezunahme der Ferkel wurden nicht beeinflusst.
Die scheinbare praecaecale Verdaulichkeit des Rohproteins war beim Einsatz der gecoateten
mkFs von 63,9 (+5,33) % (Kontrollgruppe) auf 72,1 (£8,85) % erhoht. In der Magendigesta
der beiden Versuchsgruppen konnte eine signifikant hohere mkFs-Konzentration
nachgewiesen werden. Im weiteren Verlauf des Gastrointestinaltrakts zeigte sich eine
Konzentrationsabnahme unter das als wirksam erachtete Niveau. Es wurde dabei kein
Unterschied zwischen den frei eingesetzten und den gecoateten mkFs festgestellt. Die
kulturelle Lebendkeimzahlbestimmung ergab im hinteren Jejunum eine signifikant hohere

105



Zusammenfassung

Koloniezahl der coliformen Bakterien in den Versuchsgruppen (p<0,05). Die
Ammoniumkonzentrationen waren in diesem Abschnitt fiir diese Gruppen signifikant erhoht
(p <0,05). Fiir Laktat und die kurzkettigen Fettsduren konnten keine Unterschiede festgestellt
werden. Die mittels qPCR erfassten Keimzahlen der Magendigesta waren in der mit
gecoateten mkFs gefiitterten Gruppe fiir die Eubakterien (p <0,05) und fiir die Escherichia
ssp. (p<0,01) erhoht. Die immunologischen Parameter zeigten keine signifikante
Beeinflussung durch den Einsatz der mkFs.

Der Einsatz der beiden mkFs-enthaltenden Produkte wies im Rahmen dieser Studie keine
Beeinflussung der untersuchten Mikrobiota und der mikrobiellen Stoffwechselprodukte im
Gastrointestinaltrakt auf. Das eingesetzte Coating konnte die rasche Absorption der mkFs
nicht beeinflussen. Es wird angenommen, dass sowohl die in dieser Studie eingesetzten
Konzentrationen der mkFs zu gering waren als auch der hohe pH-Wert der Magendigesta die
Wirksamkeit der mkFs negativ beeinflusste. Daher sollten in weiteren Studien hohere
Konzentrationen bzw. Kombinationen mit z.B. organischen Sduren eingesetzt werden, um die
moglichen positiven Effekte der mkFs als Zusatz zur Ration des Absetzferkels zu iiberpriifen.
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Summary

Susanne Buchheit: Medium-chain fatty acids as feed additives in weaned piglets

The antibacterial effects of medium-chain fatty acids (mcfa) are described in the literature. In
this study, mcfa were fed to weaned piglets as dietary supplement in order to evaluate the
effects on intestinal microbiota and immune system. Two different forms of mcfa were
compared, free mcfa and coated mcfa.

The animals were divided in three treatment groups with 12 animals each. Two experiments
were carried out under identical conditions with 6 animals per group. The control group A
was provided a standard piglet diet, group B was additionally supplemented with 0.3% (w/w)
of a commercial product containing the free forms of caprylic and capric acid and flavouring
compounds. Group C was offered a supplement of 0.3% (w/w) of the coated forms of the
acids. After a feeding period of 25 to 27 days, two animals per group were sacrificed. Blood
and tissue samples of the mesenterial lymph nodes and small intestine were taken; the digesta
of the stomach, of the jejunum, the caecum and the colon were collected. Apparent precaecal
digestibility of crude nutrients, change of pH-value and dried matter weight of the digesta
were measured. Impact of mcfa on the gut flora was determined by viable count of total
aerobe, total anaerobe and coliform bacteria in the digesta of distal jejunum and caecum.
Bacteria in the stomach digesta were detected by qPCR, thus determining the number of lactic
acid bacteria, eubacteria and Escherichia spp.. The digesta samples were also tested for a
broad variety of bacterial metabolities such as scfa, lactate and ammonium. The potential of
immunomodulation of mcfa was evaluated by considering different parameters, as there are:
determination of phagocytic activity of isolated blood-neutrophils by Phagotest®, flow
cytometric measuring of the relative proportion of CD4CD8"-, CD4'CD8-, CD4"'CD8"-
lymphocytes and MHC CD21*-, MHC'CD21" -, MHC'CD21"-cells in the blood and in the
mesenterial lymph nodes, and proliferative activity of peripheral blood lymphocytes after
stimulation with Con A and LPS. The ileum tissue samples were tested for possible changes
in cytokine mRNA expression of MIP1beta, IL1beta, IFN gamma, TNF alpha and MCP1 by
qPCR.

Health status and weight gain of the piglets were not affected. A slight increase of apparent
precaecal digestibility of crude protein from 63,9 (+5,33) % in the control group to 72,1
(£8,85) % was observed in group C. A significantly higher concentration of mcfa was
detected in the stomach samples of both experimental groups. The concentrations dropped
rapidly to a non-active level during the passage through the digestive tract. The free form and
the coated form of mcfa showed no difference. The determination of bacteria by cultural
analysis revealed a significant increase of coliform bacteria in the distal jejunum of the
experimental groups (p < 0,05). In this intestinal segment also the ammonium concentration
was found to be significantly increased (p <0,05). There have been no difference in lactate
and short-chain fatty acid concentrations among the groups. The average counts for eubacteria
and Escherichia ssp. were determined by qPCR in the stomach digesta and found to be
increased in the group supplemented with the coated product (p<0,05 and p<0,01,
respectively). Immunological parameters were not changed due to the application of mcfa.
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Within this trial, both mcfa-containing products could not effect the microbiota and the
bacterial metabolities in the gastrointestinal tract. Coating of mcfa could not prevent their fast
absorption during the gastrointestinal passage. Probably the concentrations used in this study
were to low and out of the effective range. Secondly, the pH-value of the stomach might have
a negative influence on the mcfa-derived effects. For further studies, an increase of dietary
mcfa-concentrations, probably in combination with an organic acid, would be indicated to get
more pronounced positive effects.
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Anhang

Anhang

Tabelle 48: Bewertungsschema des Gesundheitszustands

Bewertungsparameter

Kriterien

Scoring

Konsistenz der Faeces

fliissige Faeces, Diarrhoe
Mischung aus groBtem Anteil fliissiger Faeces
geformte Faeces, aber sehr weich
geformte und trockene Faeces, aber nicht hart

geformte, trockene, harte Faeces

1

Korperhaltung

aufrecht, belastet alle 4 GliedmaBe gleichmiBig
unphysiologisch (mit Beschreibung)

Verhalten

apathisch
matt
ruhig und aufmerksam
iibererregt
Exitationen

Erndhrungszustand

sehr gut (adipds)
gut
miBig
schlecht
sehr schlecht (kachektisch)

Entwicklungszustand

Kiimmerer
Alter und Rasse entsprechend
fiir Alter und Rasse iiberentwickelt

Pflegezustand

Haare: Glatt, anliegend, mattglinzend, unversehrt,
geschlossen

Haut: glatt, leicht glidnzend, blassrosa, ohne Auflagerungen
und Effloreszenzen

Haare: glatt, anliegend, stumpf, ggr. versehrt
(Scheuerstellen), ggr. Borstenausfall, ggr. Verfirbung der
Borsten

Haut: ggr. rau, stumpf, blassrosa, ggr. Auflagerungen bzw.
Effloreszenzen

Haare: struppig, stumpf, mgr. bis hgr. versehrt, groBflichiger
Ausfall oder iibermiBig lange Borsten oder starke
Verfirbungen der Borsten

Haut: rau, stumpf, starke Farbabweichungen, starke
Auflagerungen bzw. Effloreszenzen

—l W O =]l B~ WD ROV DR WD =D =0 B~ W DN

Allgemeinbefinden

ungestort
geringgradig gestort
mittelgradig gestort
hochgradig gestort

B W N =
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Losungen fiir die Nukleinsiurenextraktion

CSB-Puffer
Tri-Na-Citrat-dihydrat 325 ¢
(Fa. Roth, Karlsruhe, Deutschland)
N-Laurylsarcosine Na-Salz 2,075 ¢
Antifoam Y-30 Emulsion 50 ul
(Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland)
Ad 250 ml Aqua bidest.
20 min bei 121 °C bei 1 bar Uberdruck autoklavieren
Mercaptoethanol 50 ul
(Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland)
1,4-Dithiothreit (DDT) 0,1 M 250 pl (steril filtriert)

(Fa. Roth, Karlsruhe, Deutschland)
Lagerung bei 4 °C ma. 2 Monate

GTC-Losung
CSB-Puffer 250 ml (60 °C)
Guanidinthiocyanat 1875 ¢

(Fa. Roth, Karlsruhe, Deutschland)

RNAse-Stammldsung

Ribonuklease A 10 mg gelost in 1 ml Wasser
(Fa. Roth, Karlsruhe, Deutschland)

15 min bei 95 °C inkubieren, Lagerung bei minus 30 °C

10 x TNE-Puffer

Aqua dest. 70 ml
Tris Base (1 M) 20 ml
NaCl (5 M) 70 ml
EDTA (0,2 M) 10 pl

mit HCI (1 M) auf pH-Wert 7,4 titrieren

1 x TNE-Puffer
10 x TNE-Puffer 5 ml
Aqua dest. 45 ml
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Referenzstimme fiir die Quantifizierung der gPCR

Bifidobakterium adolescentis DSM20083, B. thermophilum DSM20210, B. suis DSM20211, B. longum
DSM20219, B. bifidum DSM20456, Enterococcus cecorum DSM20682, E. faecalis DSM6134, E. faecalis
DSM8629, E. faecalis DSM 13591, E. faecalis DSM20376, E. faecalis DSM20380, E. faecalis DSM20478, E.
faecium DSM2146, E. faecium DSM2918, E. faecium DSM6177, E. faecium DSM20477, E. faecium isolate 333,
E. faecium isolate 378, E. faecium isolate 380, (Institute for Medical Microbiology, Benjamin-Franklin hospital,
Berlin), E. faecium isolate 32 — 39 (Institute for Medical Microbiology, Benjamin-Franklin hospital, Berlin), E.
faecium NCIMB2702, E. faecium NCIMB10415, E. faecium NCIMB12412, E. faecium NCIMB12494, E.
faecium NCIMB700583, E. faecium NCIMB702711, E. faecium NCIMB702822, E. villorum DSM15688,
Escherichia coli DSM2840, Lactobacillus acidophilus DSM20079, L. alimentarius DSM20249, L. animalis
DSM20602, L. bifermentans DSM20003, L. bifidus DSM20100, L. brevis DSM20054, L. bulgaricus
DSM20081, L. casei DSM20011, L. crispatus DSM20584, L. delbrueckii DSM20711, L. farciminis DSM20184,
L. fermentum DSM20052, L. gallinarum DSM10532, L. jensenii DSM20557, L. johnsonii DSM10533, L.
murinus DSM20452, L. panis DSM6035 L. paracasei DSM20020, L. plantarum DSM 20174, L. pontis
DSM8475, L. reuteri DSM20016, L. rhamnosus, DSM20021, L. salivarius subsp. salivarius DSM20555, L.
sharpeae DSM20505, L. vaginalis DSM5837, L. zeae DSM20178, Lactococcus lactis subsp. lactis DSM20481,
S. alactolyticus DSM20728, S. bovis DSM20480, S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae DSM20662, S. gallolyticus
DSM13808, S. hyointestinalis DSM20770, S. infantis DSM 12492, S. mutans DSM20523, S. porcinus
DSM20725, S. salivarius DSM 20560, S. suis DSM9682, Weissella confusa DSM20196 und W. hellenica
DSM7378.

Losungen fiir die Durchflusszytometrie

FACS-Puffer 0,5 % BSA/0,1 % Na-azid in PBS (1 Liter)

Albumin Fraktion V S5¢g

(Fa. Roth, Karlsruhe, Deutschland)

Aqua bidest. 700 ml
10xPBS 100 ml
(Biochrom AG, Berlin, Deutschland)

10 % Na-azid 10 ml

(Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)
Auffiillen auf 1 Liter mit Aqua bidest.
durch einen Faltenfilter filtrieren

Fixierlésungen 1 % Paraformaldehyd/0,1 % Tween20 in PBS (50 ml)

Paraformaldehyd 05¢g
(Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)

Aqua dest 30 ml
Unter Erhitzen auf dem Magnetriiher 16sen.
10xPBS 5 ml
(Biochrom AG, Berlin, Deutschland)

Tween 20 Sul
(Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)

Aqua dest. ad 50 ml

DNAse I Puffer 0,15 M NaCl/4,2 mM MgCl,/10 uM HCI (500 ml):

NaCl (MW = 58.44) 4,383 g
MgCl, (MW = 203.3) 0,427 g
HCI (1 M) Sul
Aqua bidest ad 500 ml
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Zellkulturmedium
VLE RPMI 1640 500 ml
(Biochrom AG, Berlin, Deutschland)
Fotales Kilberserum (FCS) 50 ml
(Biochrom AG, Berlin, Deutschland)
Hepes (2 mM) 5 ml
(Biochrom AG, Berlin, Deutschland)
Penicillin/Streptomycin Sml
(PAA Laboratories GmbH Pasching, Austria)
L-Glutamin 5 ml

(PAA Laboratories GmbH Pasching, Austria)
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