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Einleitung

Einleitung

Die Mikrobiota im Verdauungstrakt von Sdugetieren ist eine komplexe Gemeinschaft
verschiedener Mikroorganismen, die in ihrer Existenz weitgehend abhéngig von ihrem
Umgebungsmilieu sind. In einem gesunden Tier befindet sich dieses mikrobielle Okosystem
in einem stabilen FlieBgleichgewicht (Savage 1977).

In der neonatalen Phase des Sdugetiers besteht die Besiedlung des Gastrointestinaltrakts noch
aus einer einfachen, labilen Mikrobiota, da sie noch auf einfache Milchnahrung spezialisiert
ist. Erweitert sich das Nahrungsangebot, kommt es zur Verdnderung der bakteriellen
Gemeinschaft hin zu einer komplexen und stabilen Mikrobiota (Mackie et al. 1999; Egert et
al. 2000).

In der konventionellen Landwirtschaft werden Ferkel im Alter von drei bis vier Wochen vom
Muttertier abgesetzt und damit von der Sauenmilch auf feste Nahrung umgestellt. Durch
diesen Absetzvorgang kommt es zur drastischen morphologischen und immunologischen
Reifung des Verdauungstraktes, zu einer verdnderten Expression von Verdauungsenzymen
und vor allem zur Verdnderung der bakteriellen Gemeinschaft durch ein verdndertes
Nahrstoffangebot fiir die Mikroorganismen (Inoue et al. 2005). In dieser Zeit des Umbaus
kommt es zu entziindlichen Reaktionen an der Mucosa, sodass die natiirliche Barrierefunktion
des Epithels gestort wird (McCracken et al. 1999; Spreeuwenberg et al. 2001). Der gesamte
Vorgang des Absetzens und der damit verdnderten Stoffwechsellage bewirkt bei den
Jungtieren Stress, aufgrund dessen es zu einer weiteren Belastung des Immunsystems kommt.
Die Anwesenheit pathogener Keime, insbesondere pathogener Escherichia coli-Stamme,
erhoht die Gefahr einer Erkrankung des betroffenen Tieres. Die Mortalitét und Morbiditét der
Ferkel wird in der Absetzperiode durch diese Faktoren stark erhdht. So erscheinen in der
Literatur Durchfallinzidenzen bei Absetzferkeln von bis zu 52% (Jonsson und Conway 1992;
Katouli und Wallgren 2005). Korreliert damit haben Ferkel in der Absetzperiode eine zumeist

geringe Gewichtsentwicklung und Futterauthahme (Roth und Ettle 2005).

In der Vergangenheit war es liblich die Tiere nach dem Absetzen prophylaktisch mit, als
Futtermittelzusatzstoft zugelassenen, Antibiotika zu behandeln, damit den (pathogenen)
Keimdruck zu senken und schwerwiegenden Durchfallerkrankungen vorzubeugen. Diese
Fiitterungspraxis  stand jedoch aufgrund des Risikos der  Resistenzbildung
zooanthroponotischer Bakterien unter einer starken oOffentlichen Kritik und ist seit dem

01.01.2006 EU-weit nicht mehr zugelassen (Verordnung (EG) Nr. 1831/2003 des



Einleitung

Europdischen Parlamentes und des Rates vom 22. September 2003 {iber Zusatzstoffe zur
Verwendung in der Tiererndhrung). Um jedoch der oben beschriebenen Absetzproblematik
entgegenzuwirken und den Tieren durch fiitterungstechnische Mdglichkeiten iiber diese
schwierige Phase zu helfen, werden seit einiger Zeit Fiitterungsadditiva (Probiotika,
Prebiotika, organische Siuren, mittelkettige Fettsduren, #therische Ole u.a.) in ihrer
Wirksamkeit untersucht.

Im Zuge dieser Entwicklung beschiftigt sich die vorliegende Arbeit mit der Fiitterung
organischer Sduren als Futterzusatzstoff und ihren Auswirkungen auf die Tiergesundheit und
Leistung, sowie messbaren Verdnderungen der Zusammensetzung und Stoffwechselaktivitit
der intestinalen Mikrobiota.

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung verschiedener organischer Sduren und eines
Kombinationspraparates auf ihre Wirkungen im Verdauungstrakt von Absetzferkeln. Hierbei
gab es mehrere Themenschwerpunkte die in ihrer Gesamtheit ein Bild tiber die Kondition und

Gesunderhaltung der Tiere liefern sollten. Dabei stellten sich die folgenden Fragen:

- Wie verhilt sich die Konzentration der eingesetzten Sdure nach der Fiitterung im
Verdauungstrakt?

- Kommt es durch organische Sduren zur Verdnderung des pH-Werts in der Digesta?

- Beeinflussen organische Sduren die Pufferkapazitét des Futtermittels?

- Wie wirken organische Séuren auf die Bakterienpopulationen im Verdauungstrakt?

- Kommt es durch den Einsatz von organischen Sduren zur Absenkung pathogener
Escherichia coli?

- Welchen Einfluss haben organische Sduren auf Leistungsparameter und Kotkonsistenz
der Absetzferkel? Kann die Durchfallhdufigkeit gesenkt werden und eine
Gesunderhaltung der Tiere gefordert werden?

- Beeinflusst die Benzoesdure den Harn-pH-Wert?

- Kommt es durch den Einsatz von Benzoesdure zur Steigerung der
Hippursdurekonzentration im Harn der Absetzferkel?

- Durch welche der untersuchten organischen Sduren lassen sich die besten Effekte
erzielen?

- Kommt es durch die Kombination verschiedener organischer Sduren zu einer

Steigerung der positiven Effekte?
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1. Literaturiibersicht
1.1 Organische Sauren

Organischen Sauren zeichnen sich durch ihre auf einem Kohlenstoffgeriist basierende
Struktur aus. Von Carbonsduren spricht man, wenn sie aullerdem eine an Alkyl gebundene
Carboxylgruppe (-COOH) enthalten. Es konnen zusdtzlich auch andere chemische Gruppen
gebunden sein. So bezeichnet man z.B. die Benzoesdure als eine aromatische Carbonséure, da
sie aus einem Phenylrest und einer Carboxylgruppe besteht.

Bei den zu Tiererndhrungszwecken verwendeten organischen Sduren handelt es sich um
natiirliche Stoffe. Einige der Sduren werden vom tierischen Organismus im Verdauungstrakt
oder im intermedidren Stoffwechsel gebildet. Sie kommen als Metaboliten im
Saugetierorganismus vor und konnen dort auch abgebaut werden (Kirchgessner und Roth
1988). Andere organische Sduren, wie z.B. die Benzoesdure, werden natiirlich in Pflanzen
gebildet und konnen vom tierischen Organismus verstoffwechselt werden.

Tabelle 1 zeigt eine Ubersicht der giingigsten, zur Fiitterung eingesetzten, organischen Siuren

mit ihren chemischen und physikalischen Eigenschaften.

Tabelle 1: Chemische und physikalische Eigenschaften einiger organischer Siduren

Molare
Masse Dichte Loslichkeit
org. Séure Summenformel [g/mol] [g/ml] Zustand pKs in Wasser
Ameisensdure HCOOH 46,03 1,22 fliissig 3,75 00
Essigsdure CH;COOH 60,05 1,049 fliissig 4,76 0
Propionsdure CH3;CH,COOH 74,08 0,993 fliissig 4,88 0
Buttersidure CH;CH,CH,COOH 88,12 0,958 fliissig 4,82 0
Milchsdure CH;CH(OH)COOH 90,08 1,206 fliissig 3,83 v
Sorbinsdure =~ CH;CH:CHCH:CHCOOH 112,14 1,204 fest 4,76 S
Fumarsaure COOHCH:CHCOOH 116,07 1,635 fest 3,02 S
4,38
Apfelsdure COOHCH,CH(OH)COOH 134,09 1,6 fliissig 3,4 o0
5,1
Weinsdure COOHCH(OH)CH(OH)COOH 150,09 1,76 fliissig 2,93 %
4,23
Zitronensdure COOHCH,C(OH)(COOH)CH,COOH 192,14 1,665 fest 3,13 v
4,76
6,4
Benzoesdure CcH;COOH 122,12 1,27 fest 42 \s

oo 16slich in allen Zustdnden
v gut 16slich
s schwer 16slich
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1.1.1 Einsatz organischer Sduren in der Tiererndhrung

Die EU-Verordnung {iiber Zusatzstoffe zur Verwendung in der Tiererndhrung (EG Nr.
1831/2003) regelt den Umgang und den Einsatz organischer Sduren.

So fungieren sie einerseits als Konservierungsstoff zur Haltbarmachung von Futtermitteln und
haben andererseits einen direkten Einfluss auf erndhrungsphysiologische Vorginge im
Verdauungstrakt.

Noch vor einigen Jahren war der Einsatz von Antibiotika als Leistungssteigerer in der
Tiererndhrung gebrduchlich. Dieser prophylaktische Gebrauch von Antibiotika in
subtherapeutischer Dosierung steht jedoch im Verdacht Resistenzbildung von z.B Escherichia
coli gegen verschiedene Antibiotikatypen, wie z. B. Apramycin, Trimethoprim-sulfonamide,
Spectinomycin und Neomycin, zu verursachen (Fairbrother 2000; Amezcua 2002; Lanz 2003;
Maynard 2003). Aus dieser Annahme begriindet sich das EU-weite Verbot (seit 01.01.2006)
der Antibiotika als Leistungsforderer (Partanen et al. 2007). Um den in der Ferkelfiitterung
zur Zeit des Absetzens hdufig auftretenden, E.coli-verursachten Erkrankungen dennoch
vorzubeugen, ist eine dem Alter entsprechende Fiitterung, gepaart mit dem Einsatz
wirkungsvoller Fiitterungsadditiva in der Tiererndhrung von hohem wissenschaftlichem
Interesse.

In der Nutztiererndhrung werden organische Sduren als Futteradditiva in verschiedenen
Bereichen eingesetzt. lhre {iberwiegende Anwendung kommt in der Schweine- und
Gefliigelhaltung zum Tragen. Beziiglich der Schweinefiitterung liegt hier ein besonderer
Schwerpunkt auf der kritischen Phase des Absetzens. An Mastschweinen werden organische
Sduren in geringerem Umfang verfiittert, da diese gegeniiber Verdauungsstorungen weniger
empfindlich sind als junge Ferkel (Roth und Ettle 2005). Dennoch wurde auch fiir
Mastschweine gezeigt, dass Fumarsdure, Zitronensiure, Propionsdure, Benzoesdure,
Ameisensdure sowie Mischungen mit deren Salzen durchaus positive Effekte auf den
Zuwachs und die Futterverwertung ausiiben (Kirchgessner und Roth 1978; Kirchgessner und
Roth 1982; Baustad 1993; Broz 2004). Partanen et al. (2007) konnten ebenfalls fiir die
Mastperiode eine gesteigerte Zunahme der Lebendmasse beim Einsatz eines Gemisches aus
organischen Séduren (Ameisensdure, Propionsdure, Natriumbenzoat, Kaliumsorbat), im
Gegensatz zur Kontrollgruppe zeigen. Auch in der Gefliigelmast ist der Einsatz organischer
Sduren weit verbreitet. Besonders die positiven Effekte auf die Senkung der Keimzahl von

Salmonella machen ihren Gebrauch reizvoll (Van Immerseel et al. 2006). Durch die
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Reduktion pathogener Keime erhofft man sich eine Steigerung der Leistungsparameter des

Gefliigels, sowie ein hygienisch hochwertiges Lebensmittel (Garcia 2007).

1.1.2 Einsatz organischer Sduren als Konservierungsmittel in Futtermitteln

Seit Jahrzehnten werden organische Sduren zur Konservierung von Mischfutter oder dessen
Einzelkomponenten eingesetzt. Dadurch soll eine optimale Futterqualitét erhalten werden.
Solche Mallnahmen sind sinnvoll, da auch unter guten Lagerbedingungen das Futter einen
gewissen Befall mit Schimmel, Bakterien und Hefen aufweist, der sich schnell ausweiten
kann (Frank 1994).

Spezifische antibakterielle oder schimmelhemmende Eigenschaften sind ein besonderes
Merkmal einiger organischer Sduren wie Milchsdure, Propionsdure, Essigsdure und
Ameisensdure, die als Konservierungsstoff in Lebens- und Futtermitteln eingesetzt werden.
Seit 2003 werden auch die aus dem Lebensmittelbereich bekannten Konservierungsstoffe
Sorbin- und Benzoesdure als Futterzusatzstoff verwendet.

Die Effizienz einer organischen Siure zur Hemmung von Mikroorganismen héngt maf3geblich
von ihrem pKs-Wert ab. Dieser beschreibt den pH-Wert, bei dem 50% der Sdure in
dissoziierter Form vorliegen. Organische Sduren mit hohem pKs-Wert sind demzufolge
effektivere Konservierungsmittel, da sie schwichere Sduren sind und im Futtermittel in
hoheren Anteilen als undissoziiertes Sduremolekiil vorliegen (Roth und Ettle 2005).

Die Wirksamkeit von Konservierungsstoffen wird in vitro gepriift. Als Bewertungsparameter
fiir die antibakterielle Wirksamkeit wird die minimale Hemmkonzentration (minimal
inhibition concentration = MIC) verwendet. So erfordern z.B. Staphylococcus aureus und
E.coli hohere MIC als andere Keime (Strauss und Hayler 2001), was auf eine Adaptierung der

Lebensweise und den Stoffwechsel im Magen zuriickgefiihrt wird.

1.1.3 Die Rolle organischer Sduren in der Ferkelaufzucht
1.1.3.1 Absetzen und resultierendes gesundheitliches Risiko der Ferkel

Das Absetzen der Ferkel vom Muttertier gehort zu den kritischen Perioden der
Ferkelaufzucht. Geméaf der Tierhaltungsverordnung diirfen Ferkel erst ab einem Alter von 28
Tagen abgesetzt werden. Zur Verringerung der Gefahr der Ubertragung von
Krankheitserregern diirfen Ferkel jedoch bis zu sieben Tage frither abgesetzt werden, wenn

sie in spezielle Stélle verbracht werden, die von den Stéllen der Sauen getrennt, leer,
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griindlich gereinigt und desinfiziert sind (Tierhaltungsverordnung, BGBIII Nr. 485/2004
i.d.F. BGBLII Nr. 530/2006 Artikel 4 Nr.2).

Die Zeit des Absetzens ist fiir Ferkel mit verschiedenen Stressfaktoren verbunden. Fiir
gewohnlich verlassen sie ihre gewohnte Umgebung und werden in einen fiir sie fremden Stall
verbracht, hdufig auch zuséitzlich in Zusammenhang mit der Durchmischung einzelner Wiirfe
(Tsiloyiannis et al. 2001). Durch das Absetzen von der Sauenmilch kommt es zum Verlust
maternaler Antikorper (Jones et al. 2001). Zusitzlich bietet die Futterumstellung einen
weiteren Stressfaktor flir die Absetzferkel. Hiufig kann beobachtet werden, dass 50% der
Ferkel Futte erst nach 24 h akzeptieren, wahrend 10% sogar erst nach 48h das erste Futter zu
sich nehmen (Brooks 2001). In dieser kritischen Periode der Ferkelaufzucht kommt es héufig
durch pathogene Mikroorganismen zu schwerwiegenden Erkrankungen der Tiere, die als
Postweaning Coli Complex (PWCC) beschrieben werden. Zwischen 20 und 50% der
Absetzferkel erkranken, wihrend die Sterblichkeitsrate bei unkomplizierten Erkrankungen bei
10% liegt. Fiir gewohnlich ist die Dauer der Erkrankung nur voriibergehend, aber auch in
diesem Fall kommt es zu wirtschaftlichen Verlusten durch die in dieser Zeit sinkenden

Wachstums- und Futteraufnahmeleistungen der Ferkel (Bertschinger 1992; Taylor 1995).

1.1.3.1.1 Postweaning Coli Complex (PWCC), Krankheitsbild und Ursache

Die Phase des Absetzens der Ferkel vom Muttertier birgt durch multiple Faktoren ein Risiko
fiir die Gesundheit der Tiere. Durch die Schwichung des Immunsystems unter gleichzeitigem
Auftreten pathogener E.coli kann es zum Krankheitsbild des so genannten Postweaning Coli
Complexes (PWCC) kommen.

Aus Kklinischer Sicht wird der Postweaning Coli Complex (PWCC) in die folgenden
Kategorien eingeteilt:

1. Postweaning Diarrhoea (PWD)

2. Edema Disease (ED)

3. Postweaning Wasting (PWW)

4. Hemorrhagic Gastroenteritis (HGE)

Genauer eingegangen wird hier auf die beiden hauptsichlich auftretenden Krankheitsformen

PWD und ED.
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Postweaning Diarrhoea (PWD)

Neben verschiedenen Ursachen wie Stress, Fiitterungsintensitit, Viren (Transmissibles
Gastroenteritis-Virus, Rotaviren, Coronaviren) und anderen Krankheitserregern, spielt E.coli
eine mallgebliche Rolle im Krankheitsverlauf von PWD. Die pathogenen Kolistimme
gehoren dabei nur zu einigen wenigen Serogruppen (08, 0138, 0139, 0141, 0147, 0149,
0157) (Nagy et al. 1990). Neugeborene Ferkel sind durch die Aufnahme der Sauenmilch
gegen die Kolibazillose durch unspezifische, bakterizid wirkende Faktoren und durch
spezifische Antikorper (IgA) geschiitzt, welche die Proliferation der Kolibakterien verhindern.
Zu Beginn der Absetzperiode verfiigt das Ferkel nur noch iiber wenig maternale Antikorper.
Begiinstigende Faktoren konnen somit eine Vermehrung der E.coli hervorrufen, woraus PWD
entstehen kann. PWD tritt daher meist wihrend der ersten 10-20 Tage nach dem Absetzen
auf. Die Kotbeschaffenheit variiert mit allen Ubergingen zwischen wisserigem bis zu
physiologischem (festgeformtem) Kot. Auch die Farbe des Kotes und der Grad der
Maldigestion variiert in Abhdngigkeit von der Futterqualitit. An Perineum und Anus sind
Kotreste und verschmierte Hautpartien zu erkennen. Unbehandelte Fille zeigen rasch eine
hochgradige Dehydratation. Die Ferkel verlieren innerhalb weniger Tage bis zu 40% ihres
Korpergewichts, bedingt durch den massiven Fliissigkeitsverlust iiber den Magen-Darmtrakt.
Die erkrankten Ferkel zeigen einen atonischen, eingefallenen Bauch, sie sind apathisch, haben
eingefallene Augen und weisen eine blasse, graue Haut auf. Die Futteraufnahme geht stark
zuriick. Durch den infektiosen Kot werden andere Buchtgenossen angesteckt (Bilkei 1996;

Heinritzi 2006).
Edema disease (ED)

Nach dem Absetzen kann es beim Ferkel zu einer weiteren Erkrankung kommen, die
ebenfalls durch pathogene E.coli hervorgerufen wird. Das Krankheitsbild duflert sich in
generalisierten Odemen und zentralnervésen Storungen, die hiufig mit blutigen schweren
Durchfillen einhergehen. Die so genannte Odemkrankheit wird von Shigatoxin-
produzierenden E.coli Stimmen (STEC) verursacht. Diese E.coli- Serotypen (0139, O138,
0141 und O157) weisen zusétzlich F18 Fimbrien auf, mit denen die Anheftung der Zelle an
die Diinndarmschleimhaut erfolgt, worauthin es zur Ausschiittung des Neurotoxins kommt.
Nach starker Vermehrung des Erregers und Resorption des Toxins kommt es zur
GefiBwandschidigung (Odembildung) mit GefiBeinengung und nachfolgender Schidigung
des Nervengewebes durch Anoxie (Heinritzi 2006).
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Zusétzlich soll der plotzliche Wechsel der Futterzusammensetzung beim Absetzen mit ad
libitum Zugang zu rohfaserarmen, schmackhaftem Futter begiinstigend auf den Ausbruch der
Erkrankung wirken. In einem Vakkzinationsversuch von Bosworth et al. (1996) wurde
gezeigt, dass eine proteinreiche Ernihrung die Empfinglichkeit fiir die Odemkrankheit

malgeblich erhoht.

Des Weiteren sind STEC beteiligt an einer Durchfallerkrankung, die bevorzugt bei
Absetzferkeln auftritt und aus diesem Grund mit zum PWD-Komplex gezdhlt wird. Beide
Krankheitsbilder, das der Odemkrankheit und das der PWD konnen sich je nach

Erregerausstattung mit Pathogenitétsfaktoren iiberlappen.

Pathogenese von PWD/ED verursachenden E coli

E.coli Bakterien gelangen durch orale Aufnahme (z.B. Nahrungsaufnahme, Kot von anderen
Gruppentieren usw.) in den tierischen Organismus und besiedeln dort den Diinndarm. Im
Diinndarm binden pathogene E.coli mit ihren Fimbrien an die Rezeptoren des Darmepithels
oder dem Mucus, der den Darm auskleidet. Die Anheftung an Rezeptoren der wirtseigenen
Enterozyten erfolgt tiber bakterielle Oberfldchenstrukturen. Die Bakterien kdnnen nun nicht
mehr aus dem Darm ausgeschwemmt werden und das optimale Umgebungsmilieu sorgt fiir
eine rasante Proliferation. Hierbei werden im kranken Tier im mittleren Jejunum und im
Ileum GroBenordnungen von 10° KbE (Kolonie bildende Einheiten) pro g Gewebe erreicht.
Krankheitsverursachende enterotoxische E.coli (ETEC) mit den benannten Fimbrien F5, F6
und F41 kolonisieren meistens das hintere Jejunum und Ileum, wéhrend F4 positive ETEC im
gesamten Jejunum und Ileum zu finden sind (Fairbrother et al. 2005).

Durch die Bildung und Ausschiittung von Toxinen und anderen Pathogenitétsfaktoren kommt
es zur Schidigung des Wirtsorganismus und damit zur Erkrankung des Wirts. Das
Krankheitsbild ist dabei gepragt von den Pathogenitétsfaktoren von E.coli (Bosworth et al.
1996).

Es kommt im Darm durch eine gesteigerte Sekretion oder eine Storung der Resorption zur
Malabsorption von Wasser und damit zur Entstehung von Durchfall. Physiologischerweise
tritt Schweinekot in geballter fester Form auf mit einer Trockensubstanz von 16-23% und ca.
80% Kotwasser. Kot von breiiger Konsistenz hat dagegen nur noch eine Trockenmasse von
15%, wihrend bei einer wissrigen Kotkonsistenz nur noch ein Trockensubstanzanteil von 8%
festzustellen ist. Beim Durchfall wird etwa die 2,2fache Menge des Normalkotes abgesetzt.

Die Wasseraufnahme und Harnmenge nehmen beim Durchfall hingegen ab (Heinritzi 2006).



Literaturiibersicht

Durch steigende Mortalitdt und sinkende Leistungen ist PWD in der Schweineproduktion
einer der Hauptursachen wirtschaftlicher Verluste (Khai 2002). Die Prophylaxe gegen diese

Erkrankung ist daher von grof8em Interesse und Ziel vieler wissenschaftlicher Studien.

1.1.3.1.2 Einsatz organischer Sduren in der Ferkelaufzucht

Die Interaktion zwischen den Tieren und den potentiellen Erregern ist sehr komplex. Die
meisten Infektionskrankheiten sind multifaktorielle Geschehen und die bloBe Anwesenheit
von Pathogenen muss nicht zwangslaufig zur Auslosung einer Erkrankung fiihren (Jones et al.
2001). Normalerweise ist das wirtseigene Abwehrsytem gut in der Lage, die Effekte des
Pathogens zu bekdmpfen und das Tier damit gesund zu erhalten. Wohingegen Faktoren, die
einen negativen Einfluss auf das Abwehrsystem des Wirts haben oder die Pathogenitét des
Pathogens erhdhen, die Préddisposition fiir eine Krankheit steigern. Der Effekt der
Stressantwort auf die Immunfunktion ist gut dokumentiert und haufig wird angenommen, dass
die  stressinduzierte = Immunmodulation fiir die  gesteigerte  Anfilligkeit  fiir
Infektionskrankheiten verantwortlich ist (Jones et al. 2001).

In einer Studie von Jones et al. (2001) wurden einzelne Stressfaktoren beziiglich ihres
Einflusses auf das Ausscheiden von ETEC (enterotoxische E.coli) im Kot von Absetzferkeln
untersucht. Die Ergebnisse zeigten, dass Faktoren wie das Absetzen an sich, die
Umgebungstemperatur und die Aufstallung mit Ferkeln aus anderen Wiirfen einen signifikant
gesteigerten Einfluss beziiglich des Ausscheidens von ETEC haben.

Um die Tiere gesund zu erhalten sind einige der Faktoren, wie die ungeeignete
Umgebungstemperatur oder das Mischen mit wurffremden Tieren zu vermeiden. Andere
Stressfaktoren wie der des Absetzens und der verdnderten Fiitterung kdnnen jedoch nicht
verhindert werden. Deshalb ist es wichtig, die Tiere durch geeignete Maflnahmen, wie z.B.
Fiitterungsadditiva, in ihrer Gesunderhaltung zu unterstiitzen.

Seit Mitte der 1970er Jahre liegen die ersten Versuchsergebnisse bei Absetzferkeln zum
Einsatz von organischen Sduren (wie z.B. Zitronensdure, Fumarsdure, Propionsdure) in
hoheren Dosierungen vor. Die Ergebnisse zeigen, dass die tierischen Leistungen nachweisbar
positiv beeinflusst werden konnen (Kirchgessner und Roth 1988). In den letzten Jahren
wurden eine Vielzahl weiterer organischer Sduren und auch deren Salze auf ihre nutritive
Wirksamkeit in der Ferkelaufzucht und Schweinemast getestet. Dabei konnten vor allem mit

Ameisensdure immer wieder Effekte nachgewiesen werden, die mit grofer
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Wahrscheinlichkeit auf ihrer starken bakteriziden und bakteriostatischen Wirkung beruhen

(Eidelburger 1997).

1.1.4 Wirkungsweise organischer Sduren

Der gesamte Verdauungstrakt monogastrischer Tiere, wie dem Schwein, ist mit
Mikroorganismen besiedelt, deren Konzentration im Verlauf des Gastrointestinaltraktes steigt.
Es wird davon ausgegangen, dass im Magen eines gesunden Schweins 107 bis 10° Bakterien
pro Gramm Mageninhalt anséssig sind. Dominant sind hier in erster Linie die Lactobacillen.
Der Dickdarm dagegen ist mit ca. 10'> Bakterien pro Gramm Darminhalt besiedelt, die
hauptsdchlich anaerob sind (Engelhardt und Breves 2000). Dementsprechend ist auch die
Stoffwechselaktivitit im Dickdarm hoher als im Diinndarm. Nach heutigen vorsichtigen
Schitzungen geht man von ca. 400 verschiedenen Bakterienarten aus, wobei viele Arten
jedoch noch unbekannt sind (Engelhardt und Breves 2000).

Die organischen Séduren als Futterzusatzstoff sollen durch verschiedene Wirkungen, die im
Folgenden kurz erldutert werden, die Populationen der Mikroorganismen im Verdauungstrakt
beeinflussen.

Die erfolgreichen Anwendungen der organischen Sduren in Futtermitteln, verlangen nach
einem tieferen Verstindnis fiir deren Wirkung im Tier. So gibt es zurzeit verschiedene
Hypothesen zu ihrer Wirkung. Eine allumfassende Erklarung ihrer Wirkung ist nach wie vor

nicht vollstindig gegeben (Partanen und Mroz 1999).

1.1.4.1 Wirkung organischer Sduren auf die Mikrobiota im Gastrointestinaltrakt

Der selektive inhibitorische Effekt organischer Sduren auf die Mikroorganismen im
Verdauungstrakt, ist abhingig von der undissoziierten Form der Sduremolekiile. Denn nur in
undissoziierter Form sind sie lipophil und gelangen so passiv in die Bakterienzelle (Partanen
2001). Je niedriger der externe pH-Wert ist, desto mehr undissoziierte Sdure kann die
Membran passieren. Wenn der pH-Wert liber dem pKs-Wert der Sdure liegt, dissoziiert diese
und senkt dadurch den pH-Wert in der Zelle ab. Das sonst alkalische Zytoplasma der Zelle
wird sauer. Die Zelle versucht dem entgegen zu wirken, indem sie iiber ATPase-Pumpen
Protonen herausschleust. Fiir diesen Prozess wird Energie in Form von ATP benétigt. Die in
der Zelle verbleibenden Anionen verdndern den osmotischen Druck, wodurch die
Bakterienzelle toxischen Verdnderungen unterworfen ist. Unter anderem kommt es zur

Einstellung der Glykolyse und Nucleinsduresynthese. Enzymreaktionen werden gestort und

10
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das Membrantransportsystem beeintrachtigt. So kommt es letztendlich zum Zelltod (Russell
1992; Jensen 2001). Neuere Untersuchungen haben jedoch gezeigt, dass Bakterien je nach
Spezies unterschiedlich auf organische Sduren reagieren. Sie kdnnen bei einem Sédureangriff
ihren intrazelluldren pH-Wert senken und damit das vermehrte Eindringen von dissoziierter
Sdure verhindern (Van Immerseel et al. 2006). Bakterien deren intrazelluldrer pH-Wert als
neutrophil einzustufen ist, reagieren dagegen sensibler. Somit kann zwar erkldrt werden,
warum verschiedene Bakterienspezies unterschiedlich auf die organischen Sduren reagieren.
Eine Erkldrung der unterschiedlichen Wirkung der verschiedenen organischen Sauren ist
damit jedoch noch nicht gegeben. Van Immerseel ef al. (2006) vermuten eine Kombination
aus mehreren wirkenden Faktoren, wie der Kettenlinge, dem Aufbau der Seitenketten, den
pKs-Werten und der Hydrophobie organischer Saduren.

Es ist bekannt, das ein niedriger luminaler pH-Wert und ein rascher Digestaflu3, einen
inhibierenden Effekt auf das Mikroorganismenwachstum entlang des gesamten
Gastrointestinaltrakts haben (Maxwell 1995). Ebenso wei3 man schon seit ldngerem, dass
eine Sdurezugabe das Wachstum sduretoleranter Milchséurebakterien im Magen begiinstigt
(Fuller 1977), wiahrend die Kolonisation und die Proliferation von E.coli inhibiert wird. Durch
Blockierung der Adhésion oder Produktion von Milchsdure und anderen Metaboliten wird der
pH-Wert gesenkt und auf diese Weise das E.coli-Wachstum inhibiert. So ist es nicht
verwunderlich, dass es in vielen Studien durch den Einsatz organischer Sduren zu einer
Reduktion der coliformen Keime entlang des Gastrointestinaltrakts kommt (Cole et al. 1968;
Scipioni 1978; Thomlinson und Lawrence 1981).

Milchsédurebakterien sind in der Lage bei einem relativ niedrigen pH-Wert zu wachsen, was
bedeutet, dass organische Sduren ihr Wachstum eher fordern als andere Bakterienarten. Eine
Erklarung fiir die erhdhte Resistenz der Milchsdurebakterien gegeniiber organischen Séuren,
konnte darin begriindet liegen, dass grampositive Bakterien eine hohe intrazelluldre
Kaliumkonzentration aufweisen, die ein Gegengewicht zum Saureanion darstellt (Russell und
Diez-Gonzales 1998).

Wichtig bei der Betrachtung der gastrointestinalen Mikrobiota unter dem Einsatz von
organischen Sauren ist nicht nur die Frage nach der Qualitdt der Bakterienpopulation, sondern
auch nach der Quantitit.

So zeigte eine Studie von Gedek ef al. (1992), dass in Abschnitten des Diinndarms, bei der
Supplementierung  von  6-24 g  Ameisensdure/kg  Futter die  Keimzahl von
Lactobacillus/Bifidobacterium, Eubacterium und Bacteroidaceae leicht gesenkt wird. Im

Caecum und Colon wurden die Keimzahlen von Lactobacillus/Bifidobacterium und E.coli
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(p<0,05) unabhingig von der Konzentration an supplementierter Ameisenséure ebenfalls
gesenkt. Nach Gedek er al. (1992) wird die Keimzahl der Lactobacillus/Bifidobacterium,
Eubacterium spp. und ebenso die Gesamtzahl der Mikrobiota im Duodenum, Jejunum und
Ileum, beim Zusatz von 18 g Fumarsdure/kg Futter signifikant reduziert. Ebenso reduziert die
Fumarsdure die Lactobacillus/Bifidobacterium Keimzahl im Caecum und Colon. Die E.coli
Keimzahl dagegen wird durch Fumarséure nur im Jejunum reduziert, jedoch nicht in anderen
Abschnitten des Gastrointestinaltrakts.

Im Gegensatz dazu steht eine Untersuchung von Risley et al. (1992), bei der 15¢g
Zitronensdure bzw. Fumarsdure/kg Futter eingesetzt wurden. Darin sind keine Effekte
beziiglich der E.coli Keimzahl gegeniiber der Kontrollgruppe zu verzeichnen. Auch die
Keimzahl der Milchsédurebakterien, Clostridien und E.coli im Magen, Jejunum, Caecum oder
Colon der Ferkel ergab keinen Unterschied zur Kontrollgruppe.

Um verschiedene organische Sduren auf ihren antibakteriellen Effekt im Gastrointestinaltrakt
testen zu konnen, wurde ein kiinstliches System entworfen, welches die wichtigsten
Bedingungen im Magen und proximalen Jejunum nachstellt (Naughton und Jensen 2001;
Knarreborg 2002). Die Anwendbarkeit dieser in vitro- Methoden wurde in einem typischen
Auswahlpriifverfahren  getestet.  Hierbei  wurden  verschiedene  Konzentrationen
unterschiedlicher organischer Sduren eingesetzt und auf ihre Wachstums- und Uberlebensrate
von Milchsdurebakterien, coliformen Keimen und Sa/monella getestet.

Eine vergleichende Studie mit sechs organischen Sduren ergab, dass der inhibierende Effekt
der Sdure deutlich stirker im Magen als im Jejunum war. Die organischen Sduren konnten
beziiglich ihres inhibierenden Effekts aufsteigend in ihrer Wirkung wie folgt eingeteilt
werden: Propionsdure < Ameisensdure < Buttersdure < Milchsdure < Fumarsdure <
Benzoesdure (Knarreborg 2002).

Beim Einsatz von Ameisensdure, kam es hier zu einer Steigerung der Milchsdurebakterien
und Absenkung der Kolibakterien. Bei der Untersuchung mittels Benzoesdure wurden jedoch
festgestellt, dass sowohl die Milchsdurebakterien wie auch die Kolibakterien an ihrem

Wachstum gehindert werden (Knarreborg 2002).

1.1.4.2 Wirkung organischer Sduren auf pH-Wert und Pufferkapazitit der Digesta

Organische Séduren entfalten ihre Wirkung sowohl direkt im Futtermittel als auch im
Gastrointestinaltrakt der Tiere. Nach Aufnahme der Sduren durch das Tier ist einzig im

Magen und proximalen Diinndarm ein proportional geringer werdender Anteil der Sdure zu
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messen. Schon im distalen Diinndarm ist kaum noch Sdure nachzuweisen (Roth und Ettle
2005). Diese Tatsache deckt sich mit den Beobachtungen, dass organische Sduren die besten
Effekte auf den pH-Wert der Digesta und die antimikrobielle Aktivitdt im Magen und
Diinndarm haben.

Nach Kidder und Manners (1978) haben Ferkel zum Zeitpunkt des Absetzens eine geringe
HCI-Sekretion im Magen, die somit nur eine minimale Barriere gegeniiber mit dem Futter
aufgenommenen pathogenen Bakterien darstellt. Mit dem Alter steigt die HCI-Sekretion der
Tiere langsam, aber stetig an. Der pH-Wert im Magen ist abhingig von der HCI-Sekretion,
was bedingt, dass der pH-Wert bei Absetzferkeln hoher ist als z.B. bei Mastschweinen. Der
im Magen vorherrschende pH-Wert hiangt neben der HCI-Sekretion auch von der
Pufferkapazitit des eingesetzten Futters ab. Dabei wird die Pufferkapazitit als die 0,1 N HCI-
Menge definiert, die notig ist, um den pH-Wert in dem jeweiligen Futter auf pH 3 oder pH 4
zu senken (Sommer und Kuhlmann 2006). Durch die organischen Sauren kommt es zu einer
Reduzierung der Pufferkapazitit, die zu einer pH-Wertabsenkung im Magen beitrdgt. Durch
diese wiederum kommt es zur Senkung der Proliferation und Kolonisation unerwiinschter

Keime wie z.B. pathogene E.coli, in der gastroilealen Region (Partanen und Mroz 1999).

1.1.4.3 Wirkung organischer Sduren auf Enzymaktivitit und Magenentleerungsrate

Ein niedriger pH-Wert im Magen ist essentiell fiir die Proteinverdaulichkeit. Das dafiir
zustidndige Enzym Pepsin wird bei einem pH-Wert von 2 rasch aktiviert, allerdings nur sehr
langsam bei einem erhohten pH-Wert von 4. Die Umwandlung von Pepsinogen in Pepsin
erfordert einen pH-Wert unter 5. Pepsin hat zwei pH-Optima: pH 2 und pH 3,5. Die Aktivitit
sinkt rapide, sobald der pH iiber 3,6 steigt und das Enzym wird inaktiv bei einem pH von 6,0
(Kidder und Manners 1978). Das Endprodukt der Pepsinverdauung und der niedrige pH der
Digesta sind bei Eintritt in das Duodenum an der Stimulation der pankreatischen Enzym- und
Bikarbonatsekretion beteiligt. Ebenso spielen sie eine, wenn auch untergeordnete, Rolle bei
der Magenentleerungszeit (Argenzio 1984). Nach Kidder und Manners (1978) sowie Mayer
(1994) wird die Magenentleerungszeit hauptsidchlich vom Volumen des Mageninhalts
bestimmt und nur zu einem kleineren Anteil durch den pH-Wert, der auf die Pylorusregion

wirkt.
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1.1.4.4 Auswirkungen organischer Sduren auf die Darmmorphologie

Wiéhrend der Absetzperiode unterliegt der Diinndarm der Ferkel einer Reihe von
Veranderungen. So kommt es morphologisch zur Reduktion der Mikrovillihéhe und
Steigerung der Kryptentiefe unter gleichzeitiger Senkung der Absorptionskapazitit (Cera et
al. 1988; Nabuurs 1995; Pluske 1996). Verdnderungen der Darmmorphologie sind ein
wichtiger Faktor in der Ferkelaufzucht, da durch sie das Wachstum der Tiere reduziert werden
kann, wodurch sich die Zeitspanne bis zum Erreichen des Schlachtendgewichtes verléngert.
So ist geméB Pluske et al. (1996) die Gewichtszunahme der Absetzferkel positiv korreliert mit
der Mikrovillih6he.

Bisher ist noch wenig iiber die Einfliisse organischer Séduren in Bezug auf die
Darmmorphologie bekannt. Galfi und Bokori (1990) beobachteten, dass die
Supplementierung von Natriumbutyrat (Konzentration: 1,7 g/kg Futter) zu einer
betrachtlichen Steigerung der Mikrovillianzahl (33,5%) und Mikrovillilinge (30,1%) im
Ileum fiihrte.

Weiterhin bekannt ist, dass kurzkettige Fettsduren (Essigsdure, Propionsdure und n-
Butterséure), die bei der mikrobiellen Fermentation der Kohlenhydrate produziert werden, die
Epithelzellproliferation stimulieren (Lupton und Kurtz 1993; Sakata et al. 1995; Marsman
1996). Dabei kann beziiglich des Effekts, nach Sakata (1987) von folgender Reihenfolge
ausgegangen werden: n-Buttersdure > Propionsdure > Essigsdure. Da organische Sduren einen
Einfluss auf bakterielle Stoffwechselprodukte im Diinndarm haben, kann angenommen
werden, dass auch ein indirekter Einfluss auf die Morphologie des Darms besteht (Partanen

und Mroz 1999).

1.1.4.5 Auswirkungen organischer Sduren auf Leistungsparameter und Verdaulichkeit

In einer Zusammenfassung der wichtigsten bisher gesammelten Daten, wurde von Partanen
und Mroz (1999), festgestellt, dass unterschiedliche organische Sduren auch verschiedenartige
Effekte auf die Futteraufnahme haben. Ameisensdure oder Formiate iiben einen positiven
Effekt auf die Futteraufnahme aus, die Fumarsdure weist dagegen keinen Effekt und
Zitronensdure sogar einen negativen Effekt beziiglich der Futteraufnahme bei Absetzferkeln
auf. Diese unterschiedlichen Effekte sind, abhdngig vom Alter der Tiere, in unterschiedlichem
MafBe ausgeprégt. Jiingere Ferkel reagieren sensitiver auf die Schmackhaftigkeit ihres Futters
als éltere Ferkel (Partanen und Mroz 1999). In einer Studie von Henry et al. (1985), wurde

den Tieren die Wahl gelassen zwischen einer mit Siuren supplementierten Didt
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(Zitronensdure und Fumarsdure) und einem unbehandelten Futter. Die Versuchstiere
entschieden sich signifikant hiufiger fiir das unsupplementierte Futter.

Partanen (2001) konnte in einer Meta-Analyse nachweisen, dass in der Ferkelfiitterung mit
Ameisensdure oder Kaliumdiformat die groften positiven Effekte in der Zunahme,
Futteraufnahme und dem Futteraufwand zu erzielen waren.

Untersuchungen mit Schweinen in der Aufzuchtsphase haben gezeigt, dass einige organische
Sduren, darunter Zitronensdure, Fumarsidure, Ameisensdure, und Propionsdure, einen
positiven Einfluss auf die Wachstumsleistung aufwiesen (Partanen und Mroz 1999).

Auch Giesting und Easter (1985) bestétigten in ihren Untersuchungen, dass der Zusatz von
organischen Sduren in der Didt von Absetzferkeln die durchschnittliche tédgliche
Lebendmassezunahme und den Futteraufwand fordert sowie das Auftreten von PWD senkt.
Im Hinblick auf die Verdaulichkeit beobachteten Kirchgessner und Roth (1988) durch den
Einsatz organischer Sduren eine Steigerung der Proteolyse im Magen und Erhdhung der
Protein- und Aminosdureverdaulichkeit. Zusitzlich bildet das Sdureanion einen Komplex mit
Kalzium, Phosphor, Magnesium und Zink, wodurch die Verdaulichkeit dieser Mineralstoffe
verbessert wird. Desweiteren dienen die organischen Sduren im Intermedidrstoffwechsel als
Substrate.

Da organische Sduren dem Futter im Prozentbereich zugesetzt werden, ist auch deren
Energiebeitrag zu beriicksichtigen. Die Bruttoenergie schwankt mit der Art der Verbindung
sehr stark und liegt im Bereich zwischen 6 kJ/g (Ameisensdure) und 27 kJ/g (Sorbinsdure).
Da organische Sduren physiologische Molekiile sind, konnen sie in der Regel vollstindig

metabolisiert werden (Roth und Ettle 2005).

1.1.5 Kenntnisstand zur spezifischen Wirkung einiger organischer Sduren
Ameisensdure

Ameisensdure ist eine farblose, transparente Fliissigkeit mit stechendem Geruch (Partanen
und Mroz 1999). Sie zdhlt zu den gesittigten Carbonsduren und ist mit der strukturierten

Summenformel HCOOH die einfachste Carbonséaure.
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Abb.1: Strukturformel der Ameisensiure

Die Carboxylgruppe (—COOH) bestimmt die Eigenschaften der Ameisensdure. Das
Kohlenstoffatom hat eine formale Oxidationsstufe von + 2 und kann deswegen analog zu den
Carbonylverbindungen als Hybridiibertrager wirken, wodurch sich die reduzierende Wirkung
der Ameisensdure erkldren ldsst. Aufgrund der stark polaren Carboxylgruppe ist
Ameisensdure in jedem Verhidltnis mit Wasser mischbar. Die Salze der Ameisensédure heiflen
Methanoate (Trivialname Formiate) und werden ebenfalls hédufig als Futterzusatzstoff
verwendet, wobei sie als Silierhilfsmittel fiir Griinfutter dienen. Ameisensédure (E 236) dient
in der Lebensmittelindustrie als Konservierungsstoff fiir Sauerkonserven und Fruchtséfte. Im
Tierfutter ist Ameisensédure als Futtermittelzusatzstoff bei allen Tierarten und ohne Mindest-
oder Hochstgehalt zugelassen (Anhang II der Richtlinie 70/524/EWG 1). Da Ameisensdure
eine fliichtige 16sliche Sdure mit scharf stechendem Geruch ist, ist ihre Verarbeitung in
Futtermiihlen schwierig. Zusitzlich zeigt angesduertes Futter korrosive Wirkung auf Zement
und galvanisierten Stahl in den Schweinestallungen und Futtermittelherstellungsbetrieben.
Die Handhabung der Ameisensdure wird vereinfacht, wenn eine Tragersubstanz, wie z.B.
Kieselgur dazugegeben wird. Kieselgur ist nahezu reines Siliziumoxid, welches aus fossilen
Kieselalgen (Korunic 1998) entsteht. Es hat eine enorme Absorptionskapazitit und kann die
Halfte seines Fliissiggewichts aufnehmen, ohne seine GroBe auszuweiten.

Die antimikrobielle Wirkung der Ameisensédure richtet sich hauptsichlich gegen Hefen und
bestimmte Bakterien wie Bacillus spp., E.coli und Salmonellen, wahrend Milchsdurebakterien
und Schimmelpilze relativ resistent gegeniiber der Ameisensdure sind (Partanen und Mroz
1999). Die antimikrobielle Wirkung bleibt hierbei nicht nur auf das Futter begrenzt, sondern
erstreckt sich bis in den Verdauungstrakt. So wurde durch den Zusatz von Ameisensédure bzw.
Formiaten zum Futter eine betrdchtliche Verminderung der Keimzahl von E.coli,
Bacteroidaceae, Enterokokken, Milchsdurebakterien sowie Hefen im Verdauungstrakt
beobachtet (Kirchgessner 1992; Overland et al. 2000; Canibe et al. 2001). Durch den erhdhten
pKs-Wert der Ameisensdure gegeniiber dem Magen pH-Wert bleibt sie in ihrer

undissoziierten Form bestehen. Der antimikrobielle Effekt beruht hauptsdchlich auf der
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Diffusion der undissoziierten Sduremolekiile in die Bakterienzelle und den anschlieBenden
Zerfall in Protonen (H+) und das Formiat-Anion (HCOO-). Letzteres stort speziell den
Proteinstoffwechsel des Bakteriums, setzt es unter Stress und hemmt dadurch seine
Vermehrung (Liick 1986). Durch die Ansduerung der Digesta werden jedoch nicht nur
Mikroorganismen in ihrem Wachstum gehemmt, sondern auch Enzyme wie Decarboxylasen
und Katalasen in ihrer Wirkung inhibiert.

Im tierischen Organismus sind Formiate natiirliche Bestandteile von Gewebe und Blut,
wihrend die Ameisensdure im Stoffwechselgeschehen eine tragende Rolle spielt. So ist sie
metabolisch von Interesse beim Transfer von 1-C vermittelnder Substanzen, welche primir
wiéhrend des Aminosduremetabolismus erzeugt werden. Somit dient sie dann als Substrat in
der Biosynthese fiir Purinbasen und damit fiir Nukleinsduren (Stryer 1988).

Durch die Nahrung aufgenommene Ameisensiure wird leicht von der Schleimhaut absorbiert,
da sie in undissoziierter Form sehr schnell durch die Zellmembran diffundiert. Der
Absorptionsmechanismus ist dabei gleich dem anderer kurzkettiger Fettsduren (Chang 1994).
Der grofite Teil der absorbierten Ameisenséure wird zur Leber transportiert. Hier wird die
Ameisensdure zu CO; und H,O oxidiert. Der restliche Anteil der Ameisensdure wird iiber die
Nieren als alkalines Salz (Formiat) ausgeschieden. Die erste Stufe des Formiatabbaus beginnt
mit der Bildung von 10-Formyltetrahydrofolat aus Formiat und Tetrahydrofolsdure, die durch
die 10-Formyltetrahydrofolatsynthetase katalysiert wird. Das 10-Formyltetrahydrofolat wird
dann durch die 10-Formyltetrahydrofolatdehydrogenase zu CO, oxidiert (Partanen und Mroz
1999). Die Abbaugeschwindigkeit wird dabei durch die Folsdurekapazitéit der Leber limitiert
und hier insbesondere vom Tetrahydrofolat. Schweine haben ein extrem niedriges Niveau an
hepatischem Foliat und 10-Formyltetrahydrofolatdehydrogenase, einem Schliisselenzym des
Foliatstoffwechselwegs (Johlin et al. 1987; Makar et al. 1990). Durch eine didtische
Supplementierung konnen bei Schweinen die hepatischen Foliatreserven effizient gesteigert
werden.

Viele verschiedene Studien befassen sich mit den Effekten der Ameisensdure beim Einsatz
unterschiedlicher Konzentrationen.

Bolduan et al. (1988) untersuchten den Effekt von supplementierter Ameisensdure in einer
Konzentration von 0,35 und 1,2% bei Ferkeln. Hierbei war zu beobachten, dass ein niedriger
pH-Wert im Magen bei einer Konzentration von 0,35% auftrat, es allerdings keinen Effekt
beziiglich kurzkettiger Fettsduren im Gastrointestinaltrakt gab. Dennoch war festzustellen,

dass die Tiere mit 1,2%iger Ameisensduresupplementierung im Gegensatz zu den
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Kontrolltieren eine geringere Milchsdurekonzentration im Magen und eine geringere
Gesamtkeimzahl von E.coli im Gastrointestinaltrakt aufwiesen.

Roth et al. (1992), setzten Ameisensdure ebenfalls im Tierfutter von Absetzferkeln in
Konzentrationen von 0,6; 1,2; 1,8 und 2,4% ein und untersuchten die Digesta aus Magen,
Jejunum, Caecum und Colon. Es war zu beobachten, dass die Konzentration an Milchséure im
Jejunum und ebenso die Konzentration kurzkettiger Fettsduren im Colon niedriger war als bei
den Kontrolltieren.

In einer weiteren Studie von Maribo et al. (2000), wurden 0,7 und 1,4% Ameisensdure zum
Ferkelfutter supplementiert. Beim Einsatz von 1,4% Ameisensdure konnte eine Reduktion des
pH-Wertes im Magen, Caecum und Colon, wie auch eine niedrigere Konzentration von
Milchsédure im Jejunum und eine erhohte Konzentration von Milchsdure im Colon im
Gegensatz zur Kontrollgruppe festgestellt werden. Die Konzentration von Ameisensdure im
Magen, von Essigsdure im Jejunum und von Essigsdure sowie Propionsidure im Caecum und
Colon war hoher bei den Versuchstieren, als bei den Kontrolltieren. Der Einsatz von
Ameisensdure in einer Konzentration von 0,7% bewirkte eine Verringerung der
Milchsédurebakterienkonzentration im distalen Jejunum und Caecum sowie eine niedrigere
Gesamtkeimzahl an coliformen Bakterien im Magen.

Auch positive Effekte auf die Verdaulichkeit von Nahrstoffen konnten mit dem Einsatz von
Ameisensdure in Zusammenhang gebracht werden. Hierbei wurde eine Verbesserung der
Verdaulichkeit von Proteinen um bis zu 4% beobachtet, wobei der Effekt unmittelbar nach
dem Absetzen der Tiere besonders stark ausgeprigt war (Eckel 1992). Zusammenfassend
bezeichnet Partanen (2001) die Ameisensdure, als die wirtschaftlich ,,attraktivste* Saure, da
sie die Wachstumsleistung von Absetzferkeln und Mastschweinen erhoht, jedoch in
niedrigeren Dosierungen eingesetzt werden kann, als andere organische Séuren.

Haufig werden auch die Salze der organischen Siure als Futterzusatzstoff eingesetzt. Ein
hdufig verwendetes Priparat ist das Kaliumdifomat (Formi LHS). Seit 2007 ist
Kaliumdiformat als Futterzusatzstoff zugelassen (Verordnung (EG) Nr. 184/2007).
Kaliumdiformat ist ein kristallines Pulver, das das Salz der Ameisensdure gebunden an
Kalium enthélt. In einer Studie von Canibe et al. (2001), wurde Kaliumdiformat bei
Absetzferkeln eingesetzt. Dabei konnten zwar keine Effekte auf die Leistungsparameter und
die Trockenmasse der Digesta festgestellt werden, aber der mikrobiologische Versuchsteil
zeigte deutliche antimikrobielle Effekte besonders im Magen und Jejunum. Es kam zu einer

Reduktion der anaeroben Keime, Milchsdurebakterien und von E.coli-Bakterien.
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Benzoesdure

Seit dem 21. Mai 2003 ist der Sdureregulator Benzoesdure als Futterzusatzstoff in einer
Konzentration von mind. 5 g/kg Futter und max. 10 g/kg Futter in der Europdischen Union
zugelassen (Verordnung (EG) Nr. 1730/2006).

Die Benzoesdure (CcHsCOOH) ist eine aromatische Carbonséure, die aus einem Phenylrest

mit einer gebundenen Carboxylgruppe besteht.

O

OH

Abb.2: Strukturformel der Benzoeséiure

Benzoate sind natiirliche Bestandteile in vielen Pflanzen und werden oft préventiv im
Futtermittel eingesetzt, um ihren antibakteriellen und antifugalen Effekt zu nutzen (Mroz et
al. 2000). Benzoesdure ist ein Hauptbestandteil des Harzes Benzoe, zweier in Siidostasien
beheimateten Baumarten (Siam-Benzoe und Sumatra-Benzoe). Auch in einigen Friichten, wie
z.B. Pflaumen, Heidel- und Preiselbeeren, kommt Benzoesdure vermehrt vor. Die industrielle
Herstellung von Benzoesdure erfolgt durch eine chemische Reaktion aus Toluol. In der
Lebensmittelindustrie ist Benzoesdure als Konservierungsstoff (E 210) zugelassen (BGBI,
Anlage 5, Zusatzstoffe, die fliir Lebensmittel als Konservierungsstoff oder
Antioxidationsmittel zugelassen sind). Die Salze und Ester der Benzoesdure werden Benzoate
genannt und sind ebenfalls in der Futtermittel- und Lebensmittelindustrie als Zusatzstoff
gebriuchlich.

Die Wirkung dieses Futterzusatzstoffes basiert auf zwei physiologischen Eigenschaften: Zum
einen bewirkt Benzoesdure eine pH-Wert Absenkung im Magen-Darmtrakt der Tiere und ruft
damit antimikrobielle Effekte hervor. Zum anderen wird die Benzoesdure im Gegensatz zu
anderen organischen Sduren im Stoffwechsel der Tiere umgewandelt. Nach Absorption im
Diinndarm entsteht in der Leber mit der Aminosdure Glycin die chemische Verbindung
Hippurséure. Die gebildete Hippurséure wird dann {iber die Niere ausgeschieden und bewirkt
dabei eine Absenkung des Harn-pH-Wertes (Taras 2005). In Folge dieser Absenkung wird

wiederum die Ureaseaktivitit in der Schweinegiille reduziert, woraus eine verminderte
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Ammoniak-Freisetzung aus der Giille resultiert. Dieser Vorgang kann zu einer Verbesserung
der Stallluft beitragen, was nicht nur im Hinblick auf eine Umweltentlastung, sondern auch in
Form einer Leistungssteigerung der Tiere von Vorteil sein kann (Mroz et al. 2000). Nach der
EU-Richtlinie 2001/81/EG soll die gesamte Ammoniak-Emission von 1999 bis 2010 um 28%
gesenkt werden. In der Schweineproduktion kann hierbei die Benzoesdure einen wichtigen
Beitrag leisten. Schon beim Einsatz von 5 g Benzoesdure auf 1kg Futter, kann eine
signifikant hohere Hippursdurekonzentration und Absenkung des Harn-pH-Wertes festgestellt
werde (Mroz et al. 2000). Auch in Versuchen an ménnlich kastrierten Mastschweinen konnte
durch den Einsatz von Benzoesdure eine Reduzierung des Harn pH-Wertes und eine
Reduktion der Ammoniakemmission um 30% festgestellt werden. Schon 1970 untersuchte
Bridges et al. die Umwandlung der Benzoesdure zu Hippursdure im Organismus von
Menschen und 20 verschiedenen Tierarten. Erstaunlich war, dass alle Sadugetiere hierbei
denselben Metabolisierungsmechanismus aufwiesen. Je nach eingesetzter Konzentration von
Benzoesdure wurden bis zu 80% in den ersten 24 h verstoffwechselt. Bei Versuchen mit
Gefliigel, Pelomedusenschildkréten und Geckos kamen Bridges et al. (1970) jedoch zu dem
Ergebnis, dass die Benzoesédure bei diesen Tieren nicht hauptséchlich in Hippursdure, sondern
in Ornithursdure umgewandelt wird. Alle drei Spezies schieden jedoch trotzdem noch einen
kleinen Anteil der Benzoeséure als Hippursédure aus.

In neueren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass der Einsatz von 0,5% Benzoeséure
im Futtermittel einen Einfluss auf die zootechnischen Leistungen (tigliche Gewichtszunahme
und Futteraufwand) von Absetzferkeln hat (Guggenbuhl 2007). In derselben Studie konnte
festgestellt ~ werden, dass Benzoesdure bestimmte  Bakterienpopulationen im
Gastrointestinaltrakt (Magen und Caecum) der Ferkel reduzierte. Diese Reduktion war
signifikant fiir Milchsdurebakterien und E.coli. Zusétzlich konnte eine bessere ileale
Verdaulichkeit fiir Aminosduren (Lysin und Threonin) festgestellt werden.

Kluge et al. (2006), stellten dagegen beim FEinsatz von 0,5% und 1% Benzoesdure im
Futtermittel keine signifikanten Effekte auf die Nihrstoffverdaulichkeit fest, jedoch eine
Steigerung der Stickstoffretention um 5-6%. Auch in diesem Versuch konnte eine Reduktion
der Bakterienpopulationen (aerobe und anaerobe Gesamtkeimzahl, Milchsdurebildner und
gram-negative Bakterien) hauptsédchlich im Duodenum festgestellt werden.

Die antimikrobiellen Eigenschaften der Benzoesdure beruhen hauptsichlich auf dem
inhibitorischen Effekt, der auf einige mikrobielle Enzyme wirkt, wie die a-

Ketoglutarsduredehydrogenase und die Bernsteinsduredehydrogenase (Bosund 1962).
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Beziiglich des Einflusses der Benzoesdure auf die Mikrobiota des Verdauungstraktes von
Absetzferkeln, kamen Torrallardona et al. (2007) zu dem Ergebnis, dass die Mikrobiota im
Ileum und Caecum der mit Benzoesiure gefiitterten Tiere eine groBere Ahnlichkeit aufweist

als die der Kontrolltiere.

Zitronensdure

OH
O

H H OH

Abb.3: Strukturformel der Zitronenséiure

Die Zitronensdure wird systematisch nach TUPAC auch 2-Hydroxypropan-1,2,3-
tricarbonsdure genannt. Sie ist eine wasserlosliche, farblose Feststoffsdure.

Im Tierfutter ist Zitronensdure als Futtermittelzusatzstoff bei allen Tierarten und ohne
Mindest- oder Hochstgehalt zugelassen (Anhang II der Richtlinie 70/524/EWG 1).
Zitronensdure hat einen sauren Geschmack und einen geringeren antimikrobiellen Effekt im
Vergleich zu anderen organischen Sduren. Der geringe antimikrobielle Effekt beruht sowohl
auf der Fahigkeit vieler Mikroorganismen, Zitronensdure selber metabolisieren zu kdnnen, als
auch am niedrigen pKs-Wert der Zitronenséure (Foegeding und Busta 1991).

Supplementierte Fumarate und Citrate werden gemeinschaftlich durch einen Na'-Gradienten-
Mechanismus absorbiert, der fiir Tri- und Dicarboxylate spezifisch ist (Wolffram et al. 1990;
Wolffram et al. 1992). Im tierischen Organismus werden Fumarate und Citrate im
Intermedidrstoffwechsel direkt im Zitronenséurezyklus eingesetzt, wo sie als wichtiger
Metabolit fungieren (Stryer 1988).

In mehreren Studien ergab die Supplementierung von 1,5% Zitronensdure zur Basisdidt weder
einen signifikanten Effekt auf den pH-Wert, noch auf die Konzentration von fliichtigen und
nichtfliichtigen Fettsduren. Auch die Untersuchung der Gesamtkeimzahl anaerober Bakterien,
Milchsdurebakterien, Clostridien und E.coli aus der Digesta von Magen, Jejunum, Caecum
und vorderem Colon beim Absetzferkel ergab hierbei keine signifikanten Unterschiede

(Risley 1991; Risley et al. 1992; Risley 1993). AuBerdem konnte durch den Zusatz der
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Zitronensdure in einer Konzentration von 1,5% kein Einfluss auf die Schwere oder die
Haufigkeit von absetzbedingten E.coli-Infektionen registriert werden (Risley 1993).

In einer Untersuchung von Tsiloyiannis ef al. (2001) konnte jedoch festgestellt werden, dass
beim Zusatz von 1,5% Zitronensdure zur Basisdidt eine Steigerung der durchschnittlichen
taglichen Gewichtszunahme um 12,7% bei Absetzferkeln erfolgte. Ebenso erfolgte auch eine
Steigerung der durchschnittlichen téglichen Futteraufnahme um 5,8%. Dieser Effekt wird von
den Autoren mit dem ebenfalls besseren Gesundheitsstatus der Tiere im Gegensatz zur
Kontrollgruppe erkldrt. Also zeigt auch Zitronensdure in der Literatur durchaus positive

Effekte im Hinblick auf gesteigerte Leistungsparameter.

Organische Sduren in Kombination mit pflanzilichen Futterzusatzstoffen (Cuxarom spice®)

Bei Cuxarom spice® der Firma Lohmann Animal Health & Co. KG, Cuxhaven, handelt es
sich um einen Aromastoff der in Kombination mit organischen Sauren verwendet werden
kann. Cuxarom spice® ist eine Gewiirzmischung, bestehend aus: Braunalgen, Basilikum,
Fenchel, Knoblauch, Zimt sowie den #therischen Olen von Anis und Thymian (Ehrlinger
2007).

Pflanzliche Futterzusatzstoffe spielen bereits seit Jahrhunderten in Asien und bei den
amerikanischen Ureinwohnern eine bedeutende Rolle zur Stabilisierung der Gesundheit und
Erndhrung des Menschen (Bye 1999). Im allgemeinen Sprachgebrauch werden die Begriffe
»pflanzliche bzw. phytogene Futterzusitze®, ,Krauter”, , Phytobiotika“, ,,Gewiirze und
,itherische Ole** hiiufig synonym verwendet (Ehrlinger 2007). Phytogene Zusatzstoffe weisen
selbst keinen Naihrstoff-. Mineralstoff- oder Vitamincharakter auf, besitzen aber die
Féhigkeit- aufgrund ihrer aromatischen und funktionellen Eigenschaften- einen positiven
Einfluss auf die tierischen Leistungen auszuiiben (Westendarp 2003; Ehrlinger 2007).

Die Wirkung der phytogenen Zusatzstoffe wird in der Regel auf die sekundiren
Pflanzeninhaltsstoffe, wie itherische Ole, Scharfstoffe, Bitterstoffe, Farbstoffe, phenolische
Stoffe u.a. zuriickgefiihrt. Oftmals sind die Wirksamkeit bestimmende Substanzen jedoch
unbekannt bzw. nicht zu identifizieren. Die Wirkung ist auBerdem nicht auf einzelne
Substanzen beschréinkt, sondern oft das Resultat einer Kombination. Das Wirkungsspektrum
ist dullerst vielfdltig. Am bekanntesten ist der Geschmack verbessernde und Appetit
anregende Effekt, aber auch verdauungsfordernde Eigenschaften durch Anregung der
Speichel-, Magen- und Darmsekretion, sowie antimikrobielle, entziindungshemmende,

beruhigende Wirkungen werden beschrieben (Wald 2002; Schone 2003; Westendarp 2003).
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In einer Studie von Richter (2006), wurde der phytogene Zusatzstoff Spicemaster (Cuxarom
Spice®) in einer Konzentration von 300 g und 500 g/t Futter, bei Mastschweinen eingesetzt.
Tendenziell nahmen die Tiere mit dem Einsatz von 500 g/t Futter 1,4% mehr Futter auf als
die Tiere der Kontrollgruppe. Entsprechend der Futterverzehrserhohung in der
Endmastperiode erzielten die Mastschweine bei 300 g bzw. 500 g Spicemaster/t Futter mit
6,7% (p < 0,05) bzw. 10,2% (p < 0,001) signifikante Mehrzunahmen.

Auch Wald (2004) berichtete von einem nicht signifikanten Mehrverzehr der Mastschweine
um 3% beim FEinsatz von Spicemaster (Cuxarom Spice®) und eine um 6% erhohte

Korpermassezunahme (p < 0,05).

1.2. Bakterienpopulationen im Verdauungstrakt

Die intestinale Bakteriengemeinschaft monogastrischer Tiere und auch des Menschen besteht
aus hunderter verschiedener Bakterienarten (Savage 1977; Conway 1995). In den letzten
Jahrzehnten wurde die Rolle dieser intestinalen Bakteriengemeinschaft in Bezug auf die grof3e
Bedeutung der physiologischen Funktionen des Wirtes zunehmend bekannter (Cummings und
Macfarlane 1997).

Die Entwicklung der intestinalen Mikrobiota ist Thema etlicher Studien. Die meisten
Untersuchungen basieren auf kulturellen Methodetechniken fiir die bakterielle Analyse
(Uchida 1965; Swords 1993; Melin et al. 1997). Weil diese Methodetechniken nur
Informationen tiiber leicht kultivierbare Bakterien liefern (Langendijk 1995; Suau 1999)
entsteht ein verzerrtes Bild der intestinalen Bakteriendiversitdit. Um das Bild zu prézisieren
wurden in jlngster Zeit die molekularbiologischen Methoden der Temperatur Gradient Gel
Elektrophorese (TGGE) und der Denaturierenden Gradientengelelektrophorese (DGGE)
immer gebriduchlicher (Muyzer 1993), da sich insbesondere Nukleotidsequenzen von
Ribosomen fiir die phylogenetische Zuordnung von Bakterien eignen (Lane 1985). Fiir die
Analyse konnen Sequenzen, die sowohl fiir die ribosomale DNA als auch die ribosomale
RNA codieren, herangezogen werden. So lassen sich mit rRNA Gruppensonden alle
Bakterien einer Gattung erfassen. Besonders geeignet filir derartige Untersuchungen sind
Sequenzen der 16S Untereinheit der Ribosome.

Die Methoden DGGE/TGGE und die Untersuchung mit rRNA Gruppensonden sind
besonders niitzlich, um Verdnderungen in der Beschaffenheit der Bakteriengemeinschaft
festzustellen. Diese Verdnderungen konnen unter anderem durch einen Wechsel des

Umgebungsmilieus der Bakterien hervorgerufen werden. So ist eine Umstellung des Futters,
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z.B. durch einen Zusatzstoff, ein Reiz der zu einer Verdnderung der Bakteriengemeinschaft
des Verdauungstrakts fiihren kann (Simpson 2000; Tannock 2000; Satokari 2001).

Neben den ca. 400 verschiedenen Bakterienarten, sind pathogene Escherichia coli in der
Ferkelaufzucht von besonderem Interesse, da sie Ursache des Postweaning Coli Complexs
(PWCC) sind. FEin besonderes Augenmerk liegt hier auf den schweinetypischen

Pathogenitétsfaktoren von E.coli.

1.2.1 Escherichia coli

Beim Genus Escherichia handelt es sich um gramnegative, fakultativ anaerobe, meist
peritrich begeilelte Stdbchen mit einer Gréfe von 1,1 - 1,5 pym x 2,0 - 6,0 um. Einige E.coli-
Stimme bilden Kapseln oder Mikrokapseln und fermentieren neben D-Glukose auch L-
Arabinose, Maltose, D-Mannitol, D-Mannose, L-Rhamnose, Trehalose und D-Xylose unter
der Bildung von Saure und Gas. Die bevorzugte Wachstumstemperatur von E.coli liegt bei
37°C (Holt 1994).

Das von dem Pédiater Theodor Escherich 1885 im Stuhl von Sduglingen entdeckte
Stdbchenbakterium Escherichia coli tritt in einer Vielzahl von Stimmen auf, die sowohl
Bestandteil der Normalmikrobiota als auch wichtige Krankheitserreger bei Menschen und
Tieren sein konnen (Rolle und Mayr 2002).

E.coli Bakterien sind eine anaerob auftretende intestinale Bakterienpopulation bei Schweinen,
die den Verdauungstrakt distal vom Magen kolonisieren. Enterotoxinproduzierende E.coli-
Stimme (ETEC) vermehren sich vorzugsweise im oberen Diinndarmabschnitt. Von ungefihr
10'* Bakterien/g Kot kann davon ausgegangen werden, dass es sich bei 10’-10° dieser
Bakterien um Escherichia coli handelt (Vahjen 2009). Andere Quellen sprechen sogar von
10" E.coli/lg Kot (Schierack et al. 20006). Escherichia coli gehort zur autochthonen
Mikrobiota und ist ein Saprophyt, der schon kurz nach der Geburt den Dickdarm von
Warmbliitern besiedelt. Der grofite Anteil der E.coli-Stimme sind harmlose Bakterien, die
keine Mdoglichkeit haben sich an die Darmwand des Wirts anzuheften und somit wieder
ausgeschieden werden. Problematisch fiir den Wirtsorganismus sind dagegen pathogene
E.coli-Stamme. Diese konnen sich an die Darmwand anheften und durch verschiedene

Mechanismen zu einer Schiadigung des Wirtsorganismus fiithren (Holt 1994).
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1.2.2 Pathogene, Diarrhoe verursachende Escherichia coli

Zurzeit werden nach epidemiologischen und klinischen Eigenschaften sowie den spezifischen
Virulenzdeterminanten in der Veterindrmedizin 5 Kategorien von durchfallverursachenden
E.coli Stimmen unterschieden:

e EPEC enteropathogene E. coli

e ETEC enterotoxische E. coli

e EIEC enteroinvasive E. coli

e EHEC enterohdmorragische E.coli

e EAggEC enteroaggregative E. coli
Als sechste Klasse der Durchfall verursachenden E.coli Stimme bezeichnet man nach Ha
(2003):

o DAEC diffus adhérente E. coli

EPEC, EAggEC und DAEC Stimme werden klassifiziert nach ihrem Vermdgen in vitro
Epithelzellen lokalisiert, aggregativ und diffus zu binden (Ha et al. 2003). Schweinepathogene
Stdimme verursachen auf Blutagar meist eine deutliche Hidmolyse. In einer Studie von
Frydendahl et al. (2002) konnte gezeigt werden, das von 563 E.coli-Isolaten, die von
Absetzferkeln mit Durchfallerkrankung isoliert wurden, 87,8% hamolytische Eigenschaften
hatten. Obwohl Hémolysin offenbar keine Rolle in der Pathogenese von PWD und ED spielt
(Smith und Linggood 1971), haben nahezu alle PWD- und ED-Stdmme hidmolytische
Eigenschaften (Bertschinger 1999; Nagy und Fekete 1999). Damit ist das Hédmolysin ein
wichtiger Indikator fiir die Diagnostik.

1.2.3 Serotypen/Serogruppen von E.coli

Als Serotyp oder Serogruppe werden unterscheidbare Varianten innerhalb einer Subspezies
von Bakterien oder Viren bezeichnet. Vor der Entdeckung der Virulenzfaktoren von ETEC
diente die Serotypisierung von Bakterienstimmen als guter Marker fiir ETEC (Sojka 1965).
Eine vollstindige Serotypisierung beinhaltet den Nachweis folgender Antigene:

O - somatische Antigene

K - kapsuldre Antigene

H - flagelldre Antigene

F - fimbriale Antigene
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Mit einer Mikrokapsel versehene mukoide Kolistimme bilden auBerdem das sogenannte
M-Antigen aus. Fiir die Serovarbestimmung wird seit Jahrzehnten die O:K:H- Seroformel
verwendet. Der Nachweis eines bestimmten O-Antigens oder Serovar erlaubt in vielen Féllen
gewisse Riickschliisse auf die Virulenz eines Kolistamms, da Virulenzmerkmale gehduft bei
bekannten O-Gruppen auftreten. Diese sind somit als indirekte Virulenzfaktoren oder
Indikator der Virulenz zu interpretieren (Rolle und Mayr 2002).

Fiir die pathogene Wirkung von E.coli sind vor allem Endo-, Entero- und Cytotoxine sowie
Adhisionsfaktoren ausschlaggebend. Wenn ETEC und/oder STEC (Shigatoxinbildende
E.coli) in der Lage sind, eine Adhision und Kolonisation der Enterozyten im Diinndarm zu
bewirken, kann es unter Umstdnden zur Erkrankung des Absetzferkels kommen. Diese
Anheftung wird unter Mithilfe von fimbrialer Adhdsion an spezifische Rezeptoren auf der
Darmschleimhaut erreicht. Dabei spielen F4 (frither: K88), F5 (frither: K99), F6 (friiher:
987P), 213P und F41 bei PWD und F107 bei ED die bedeutendste Rolle (Bertschinger 1990;
Erickson 1992; Imberechts et al. 1992; Bertschinger et al. 1993). Zusétzlich erschweren die
verschiedenen Serotypen von E.coli erheblich die Immunantwort.

Die durch E.coli hervorgerufene PWD beruht meist auf einer ETEC-Infektion (Bilkei 1996).
Es ist bekannt, dass die meisten Serogruppen zwar eng verbundene Genotypen aufweisen,
jedoch zeigen nicht alle Mitglieder einer Serogruppe dieselben Virulenzgene oder die
Expression gleicher Fimbrien (Nagy et al. 1999). Alle Enterotoxine und die meisten Fimbrien
(ausgenommen F41 und F17) sind plasmidkodiert (Nagy und Fekete 1999). Diese Plasmide
sind iibertragbar und konnen aber auch, z.B. bei der Replikation des Bakteriums, verloren
gehen. Somit ist der Serotyp nicht in jedem Fall mit der Ausstattung des Pathogenitétsfaktors
korreliert (Blanco et al. 1997). Durch die Plasmidcodierung wird eine rasche Evolution der
Virulenstypen bedingt (Fairbrother et al. 2005).

Die Pathogenitétsfaktoren F4 (K88) und F18 (F107, 2134P, "8813") sind fiir gewohnlich die
am héufigsten auffindbaren Typen in pathogenen E.coli Isolaten bei Absetzferkeln (Ojeniyi et
al. 1994; Bertschinger 1999; Nagy und Fekete 1999). Die Pathogenititsfaktoren F5 (K99), F6
(987P) und F41 sind ebenfalls hiufig auffindbar, diese spielen jedoch eher eine Rolle bei
E.coli- Infektionen, die wursdchlich verantwortlich sind fiir Durchfallgeschehen bei
Saugferkeln (Wilson und Francis 1986; Harel et al. 1991; Ojeniyi et al. 1994).

Spezifische Serogruppen von ETEC sind oft assoziiert mit verschiedenen Virulenzgenen,
darunter Variationen von Toxin-codierten Genen und Fimbrien-codierten Genen. Als Beispiel
ist die Serogruppe O139 des ETEC weltweit assoziiert mit dem F18ab Fimbrium. Allerdings

verursachen Bakterienstimme dieser Serogruppe in Australien typischerweise PWD, wéhrend

26



Literaturiibersicht

sie in Europa typischer Verursacher der ED sind (Fairbrother et al. 2005). Innerhalb einer
Serogruppe konnen sich verschiedene Klone entwickeln, die verschiedene Virulenzgene
aufweisen. Das erzeugt Klonvarianten mit besonderer Genregion.

Die vorherrschende Serogruppe von PWD auslosendem E.coli ist weltweit O149. Diese
Serogruppe wurde erstmals durch Orskov et al. (1969) bekannt und nennt sich
0149:K91:F4ac:H10, wobei K91 wieder entfernt wurde, als man herausfand, dass der
Mikroorganismus keine Kapsel bildet. O149 ETECs wurden erstmals in Ddnemark 1966
detektiert (Frydendahl 2002). Andere haufig isolierte Serogruppen bei PWD sind O8, O138,
0141, 0147 und O157 (Sojka 1965; Nagy 1997; Nagy und Fekete 1999; Francis 2002;
Frydendahl 2002; Schierack et al. 2006). Weiterhin kénnen viele andere Serogruppen
ursdchlich fiir PWD sein, jedoch sind diese weniger hiufig in ihrem Auftreten.

Die Analyse von Serotypen von E.coli wurde im Laufe der Jahre ausgeweitet und beinhalteten

die Auffindung von Fimbrienantigenen, welche Virulenzfaktoren darstellen.

27



Literaturiibersicht

1.2.4 Pathogenititsfaktoren und Pathogenitdtsgene von E.coli

Tabelle 2 zeigt eine Zusammenfassung typischer schweinepathogener Virulenzgene von

E.coli nach einer Zusammenfassung von Wu (2007).

Tabelle 2: Virulenzgene schweinepathogener E.coli

Name des Gens  Bezeichnung
ETEC (Enterotoxinbildende E.coli)

faeG F4 Fimbrial adhesin (K88)
fedA F18 Fimbrial adhesin

fanC F5 Fimbrial adhesin (K91)
fasA F6 Fimbrial adhesin

F41 Fimbrial adhesin

est] hitzestabiles Enterotoxin (Sta)
estll hitzestabiles Enterotoxin (Stb)
eltA hitzelabiles Toxin

EaggEC (enteroaggreative E.coli)
east-1 EaggEC hitzestabiles Enterotoxin (EAST1)
aggC Fimbrien Antigen-spezifisches Gen

EPEC (enteropathogene E.coli)
bfpA Type IV Biindelformige Pili

EIEC (enteroinvasive E.coli)
ipaH invasives Plasmidantigen

STEC (Shigatoxinbildende E.coli)

stx1 Shigatoxin |

stx2 Shigatoxin 11
stx2e Shigatoxin 2e
eae Intimin

ehxA Enterohdmolysin

Zytoletales-Toxinproduzierendes E.coli

cdt Zytolethal ausdehnendes Toxin

Die Anwesenheit von Virulenzgenen ist die Vorraussetzung fiir die Pathogenitit von E.coll.
Generell kann mit dem Vorhandensein von Pathogenitdtsgenen bei E.coli eine Einteilung in
pathogene und nichtpathogene E.coli-Stimme vorgenommen werden (Wu et al. 2007).

Zahlreiche Gene verschlisseln Virulenzfaktoren wie Adhesin, Wirts-Zell-Oberflachen-

modifizierende Faktoren, Invasin, Toxine und Sekretionssysteme, die an dem Mechanismus
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der Pathogenitidt von E.coli beteiligt sind. Ein Virulenzgen kann sowohl einzeln als auch in
Kombination mit anderen Virulenzgenen auftreten. Viele der Virulenzfaktoren befinden sich
auf iibertragbaren genetischen Elementen wie Plasmiden oder Transposons (Lee et al. 1985;
Fairbrother 1999). Durch den Vorgang der Ubertragung konnen aus gewdhnlichen
pathogenen Serogruppen ungewdohnliche, seltene Typen werden. Der Durchfall nach dem
Absetzen wird hauptsidchlich durch B-hdmolysierendes E.coli im proximalen Diinndarm
und/oder Girung von verdaulichen Nihrstoffen aus der Absetzfutterdidt im Dickdarm
verursacht (Partanen et al. 2007). Nachweisbar sind diese Stimme durch eine hdmolytische
Zone um die entsprechenden Bakterienkolonien auf Blutagar (Fairbrother et al. 2005).

ETEC exprimieren 2 Typen von Virulenzfaktoren: Fimbrien (Pili), mit denen sie am
Darmepithel adhérieren, und Enterotoxine. Letztere sind plasmidcodiert und konnen in 2
verschiedene Klassen eingeteilt werden: Hitzestabile (ST-) und hitzelabile (LT-) Toxine.

Das LT zeigt auf DNA-Ebene groBe Ahnlichkeit mit dem Cholera-Toxin und wirkt iiber eine
Aktivierung der Adenylatzyklase in Darmepithelien, wiahrend ST eine heterogene Gruppe
kleinerer Enterotoxine darstellt, welche iiber die Aktivierung der Guanylatzyklase wirken
(Moseley 1983; Frankel und Giron 1989).

Eine weitere Gruppe von E.coli, welche PWD verursachen, sind die enteropathogenen E.coli
(EPEC). Diese zeichnen sich in der Regel durch das Fehlen von Enterotoxinen aus und sind
ebenfalls am Krankheitsbild juveniler Durchfallerkrankungen beteiligt. Der hier wirkende
Pathogenititsfaktor ist der ,attaching and effacing“-factor Intimin. Nach der Anheftung
mittels der ,bundle-forming Pili“ (Fimbrien) kommt es zum engen Kontakt des
membranstindigen Proteins zum Enterozyten (Nataro und Kaper 1998). Als Resultat einer
Strukturdnderung des Zytoskeletts der Enterozyten kommt es bevorzugt an der apikalen Seite
der Darmzotten zu histopathologisch charakteristischen ,,attaching and effacing” (AE)
Lésionen.

Frydendahl (2002) berichtete, dass die meisten E.coli Isolate (von 219 getesteten Isolaten)
von Schweinen mit PWD oder ED die Pathogenititsgene: faeG (44,7% der Testisolate), fedA
(39,3%), fasA (0,9%), est-1b (77,6%), elt (61,6%), est-Ia (26,5%) und stx2e (16,4%) trugen.
Aus diesem Grund soll im Folgenden kurz auf einige wichtige Pathogenitdtsgene mit den

entsprechenden Pathogenitatsfaktoren eingegangen werden.
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1.2.4.1 Fimbrien-tragende E.coli

Fimbrien sind die Anheftungsorgane einiger E.coli Stimme. Sie heften sich an spezifische
Rezeptoren der Enterozyten und verhindern so das Abschwemmen aus dem Darm. Fimbrien
werden nach ihrer serologischen Aktivitidt in der Immunelektrophorese differenziert. Die
Fimbrien F4 (K88) codiert auf dem fae-Gen, F5 (K99) auf dem fan-Gen, F6 (987P) auf dem
fas-Gen, F41 (Adhésin) auf dem fimf;;,-Gen und F18 (F107, 2134P, 8813) codiert auf dem
fedA-Gen, treten hiufig in Kombination miteinander und mit einem oder mehreren Toxinen
auf (Mainil et al. 1998).

Die Fimbrientragenden Typen F18 und F4 (K88) sind die hdufigsten, die bei der Analyse der
ETEC bei PWD gefunden werden (Frydendahl 2002). Typischerweise ist F18 mit Durchfall
beim Absetzferkel assoziiert, wahrend F4 vor allem bei Durchfillen beim Saugferkel
nachgewiesen wird. Vor einiger Zeit wurde das Gen fiir ein Afimbriumadhesin von E.coli,
genannt AIDA (adhesin involved in diffuse adherence) bei an PWD und ED erkrankten
Absetzferkeln entdeckt (Niewerth et al. 2001; Fekete et al. 2002; Mainil et al. 2002; Ha et al.
2003; Ngeleka et al. 2003).

fedA (F18)-Gen (Pathogenitétsfaktor: Fimbrium F107)

F18 Fimbrien sind lange flexible Anhdnge mit charakteristischer Zickzack-Struktur und
einem Durchmesser von 4,6 nm. Sie treten in zwei Antigenvarianten auf, F18ab und F18ac.
F18ab Fimbrien sind fiir gewohnlich bei STEC, ETEC oder ETEC/STEC zu finden und nur
schlecht in vitro nachzuweisen. Wohingegen F18ac Fimbrien im Allgemeinen bei ETEC
vorkommen und recht gut in vitro nachzuweisen sind (Wittig et al. 1995; Nagy 1997).
F18-positive ETEC - Stimme produzieren oft das hitzestabile Enterotoxin Sta und STb, mit
oder ohne stx2e und nur selten das hitzelabile Enterotoxin LT (Rippinger et al. 1995; Francis
2002).

Fiint Gene wurden bereits als Mitglieder des Operons identifiziert: fedA (major pilus subunit),
fedB (usher), fedC (chaperone), fedE (minor Protein ohne Funktion) und fedF' (Adhesin)
(Imberechts et al. 1996; Smeds et al. 2001; Smeds et al. 2003). Imberechts et al. (1992)
fanden einen Zusammenhang zwischen dem fed4A-Gen und dem stx2e-Gen. In ihren
Untersuchungen kamen bei 83,3% der untersuchten Isolate von ED erkrankten Schweinen

beide Gene zusammen vor.
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fae (F4 /K88)-Gen (Pathogenititsfaktor: Fimbrium F4)

F4 ist ein flexibles Fimbrium, bestehend aus F4ab, F4ac oder F4ad, wobei die F4ac-Variante
die Haufigste und Bekannteste weltweit ist. In einer Studie von Choi und Chae (1999),
wurden von 44 F4 positiven E.coli-Isolaten isoliert, von an Durchfall erkrankten Schweinen
96% mit dem F4ac- Fimbriengen gefunden, wihrend nur 4% das F4ab-Fimbriumgen trugen.
Das fae-Operon codiert die Biosynthese fiir das F4 Fimbrium (Huisman et al. 1994). Dieses
fae-Gen liegt auf einem langen nichtkonjugativen Plasmid, welches ebenfalls die
Raffinosefermentation codiert (Van den Broeck et al. 2000).

Die Gene fiir F4ab und F4ac sind auf einem Operon mit 10 Genen codiert und unterscheiden

sich in ihrer faeG-Genvarianz, welche das Adhesin codiert.

1.2.4.2 Enterotoxine von E.coli

ETEC-Stimme, die als Verursacher der Koliruhr der Saugferkel und der PWD der
Absetzferkel gelten, tragen als Virulenzfaktoren das hitzestabile Toxin (ST) und/oder das
hitzelabile Toxin (LT). Da beide Toxine ihre Wirkung im Darm des Wirts entfalten, werden

sie als Enterotoxine bezeichnet.

elt-Ia (LT)-Gen (Pathogenitétsfaktor: das hitzelabile Enterotoxin A)

LT ist eine 84 kDa A:B5 Proteinstruktur, die mit einer enzymatischen A-Untereinheit nicht
kovalent mit einem Pentamer einer B-Untereinheit assoziiert ist. Die B-Untereinheit bindet
das Toxin an den Rezeptor (de Haan und Hirst 2004). LT bleibt bei 60 °C fiir 15 min. stabil
und zerfillt dann.

Die Bezeichnung LT kann synonym gebraucht werden mit der Bezeichnung LTI. Ein zweiter
Ausdruck der sich fiir LT entwickelt hat, ist LTII (Holmes et al. 1986). LTI unterscheidet sich
in der Antigenstruktur deutlich von LTII. Zusétzlich fehlt diesem die Enterotoxinaktivitdt und
ist somit auch nicht assoziiert mit Erkrankungen beim Tier (Holmes et al. 1986). LTI ist durch
das Anticholeratoxin neutralisierbar und wird hauptsidchlich bei porcinen E.coli-Stimmen
detektiert. Morphologisch handelt es sich dabei um einen hochmolekularen Toxin-Komplex,
der mit fiinf B-Untereinheiten an die Gangliosid-Rezeptoren der Darmschleimhaut bindet und
dessen enzymatisch aktive A-Untereinheit die Adenylatcyklase aktiviert. Hierdurch kommt es
zum Anstieg des intrazelluldren zyklischen Adenosinmonophosphats und damit zu einer

vermehrten CI', Na', HCO® -Sekretion in das Darmlumen. Das Wasser folgt dabei den
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Elektrolyten, wodurch eine sekretorische Diarrhoe entsteht. Codiert ist dieser

Pathogenititsfaktor LT auf dem elt-I4-Gen (Bosworth und Casey 1997).

est- Ib (STaP)-Gen (Pathogenititsfaktor: das hitzestabile Enterotoxin II)

St ist ein nicht-immunogenes Protein, welches bei einer Temperatur von 100 °C fiir 15 min.
stabil bleibt. Es wird nach seiner Loslichkeit in Methanol und seiner biologischen Aktivitit in
STa (16slich) und STb (unldslich) eingeteilt (Lee et al. 1985).

Der Typ von STa der durch das schweinepathogene ETEC produziert wird, besteht aus 18
Aminoséuren und wird als STaP (codiert durch das est-Ib-Gen) bezeichnet. STaP aktiviert die
Guanylatcyclase in Enterozyten, wodurch es zu einem Anstieg von zyklischem
Guanidinmonophosphat in der Zelle kommt und iiber eine Hemmung des Na'-Cl-
Cotransports zu einer Verminderung der Wasser- und Elektrolytresorption aus dem
Darmlumen.

STa als Produkt von ETEC wird besonders hiufig beobachtet bei Erkrankungen neugeborener
Ferkel. Das bovine ETEC und einige ETEC-Stimme bei neugeborenen Ferkeln weisen den

Pathogenititsfaktor F5 auf und produzieren zusitzlich STa als einziges Toxin.

est-11 (STb)-Gen (Pathogenititsfaktor: das hitzestabile Enterotoxin I)

STb ist ein 48 Aminosduren, 5 kDa groBles Peptid. Das STb-Gen wird hdufig unter den
Enterotoxingenen von ETEC gefunden, die aus an PWD erkrankten Schweinen stammen
(Moon et al. 1986). Das ist nicht iiberraschend, da das STb-Gen fiir gewdhnlich auf dem
Plasmid liegt, welches fiir LT codiert.

Nach Bertschinger ef al. (1992) entfaltet STb seine pathogene Wirkung durch eine Steigerung
der Wasser- und Elektrolytsekretion iiber ein zyklisches-Nucleotid unabhidngiges System. Es
konnte dargestellt werden, dass STb an allen Darmabschnitten, sowie in Leber, Lunge, Milz
und Niere pH-abhingige Bindungen eingeht (Rousset und Harel 1998). Als Wirkungsweise
am Enterozyten wird die Anregung der Prostaglandin E2 Synthese iiber die Offnung eines mit
einem G-Protein verbundenen Kalziumkanals diskutiert. Die intrazellulir erhohte
Kalziumkonzentration aktiviert eine Prostaglandin-Endoperoxidase-Synthetase, worauthin die

Fliissigkeits- und Elektrolytabsorption verringert wird (Nagy und Fekete 1999).
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stx2e (SLT)-Gen (Pathogenititsfaktor: SLT Ile Toxin)

Shigatoxin produzierende E.coli (STEC)-Stamme werden in der Veterindrmedizin fiir die
Odemkrankheit bei Absetzferkeln verantwortlich gemacht (Gyles 1993). Obwohl der exakte
Mechanismus, der die Odemkrankheit auslost, noch nicht vollstindig geklirt ist, ist es
auffillig, dass bei erkrankten Schweinen sehr héufig die gleiche Kombination an
Virulenzfaktoren gefunden werden kann. Dabei handelt es sich um den stx2e-Virulenzfaktor,
sowie das F18-Adhesin, F4-Fimbrium und AIDA (Niewerth et al. 2001; Ha et al. 2003).

Das Shigatoxin zeigt eine antigene Kreuzreaktion zu Shigella dysenteriae Typ 1 Toxin und
wird in stx/, stx2 und stx3 eingeteilt. Das Toxin, welches fiir die Odemkrankheit ursichlich
verantwortlich ist, wird als stx2e-Variante bezeichnet (stx2-edema disease). Diese Variante ist
hitzestabiler als die stx2-Variante. Die B-Untereinheit des Toxins bindet spezifisch an den
Endothelrezeptor der Darmwand. Die A-Untereinheit des Toxins besitzt eine RNA-N-
Glycosidase-Aktivitdt und ist in der Lage, einen Adenosinrest spezifisch aus der 28S-RNA
des Wirts zu entfernen (Imberechts et al. 1992), wodurch die Proteinbiosynthese der
Wirtszelle gehemmt wird und der Zellmetabolismus entgleist.

Das absorbierte Toxin gelangt in den Kreislauf und fiihrt hier zu Lésionen der Gefille des
Darmtraktes, der Subkutis und des Gehirns (Imberechts et al. 1992). Die so entstehenden
Defekte fithren zu subkutanen Odemen der Augenlider und generalisierten Odemen, die im
Bereich des zentralen Nervensystems neurologische Symptome wie Ataxie, Krimpfe und
Paralyse hervorrufen (Imberechts et al. 1992). Aus diesem Grund findet man szx2e auch unter

der Bezeichnung Vasotoxin oder Neurotoxin.
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2. Material und Methoden
2.1 Tiere und Haltungsbedingungen

Die Ferkel beiderlei Geschlechts (die médnnlichen Tiere waren kastriert) kamen aus einem
Zuchtbetrieb (Fa. Schaumann) und waren Kreuzungsprodukte aus der Mutterlinie
Landrasse x Euroc und der Vaterlinie Pietrain. Die Tiere bekamen bis zum Tag des Absetzens
(am 23. Tag) kein Ergénzungsfuttermittel und wurden nicht mit Antibiotika behandelt.

Die Haltung im Institut fiir Tiererndhrung der Freien Universitit Berlin erfolgte in
klimatisierten Stillen in Vollspalten-Flat-Deck- Buchten (2 m®) mit 24,4 °C Raumtemperatur
und einer Luftfeuchtigkeit von 65%. Der Tag-Nachtrhythmus war untergliedert in eine

sechzehnstiindige Licht- und eine achtstiindige Dunkelphase.

2.2 Aufteilung der Versuchsgruppen

Die Ferkel wurden unmittelbar nach dem Absetzen angeliefert und anhand der Parameter
Wurf, Geschlecht und Gewicht gleichmidBig auf die vier Versuchsgruppen aufgeteilt. Die
Bestimmung der Leistungsparameter und der mikrobiologischen Daten wurde bei rdumlich
getrennten Tieren untersucht. Im Stall fiir den Leistungsversuch wurden je zwei Tiere
beiderlei Geschlechts pro Box aufgestallt. Das ergab eine Anzahl von 14 Tieren pro Gruppe
in jeweils 7 Boxen (gesamt 56 Tiere). Fiir den mikrobiologischen Versuch wurden in einem
separaten Stall 7 Tiere pro Gruppe zusammengesetzt (gesamt 28 Tiere). Diese Ferkel wurden

jeweils zu zweit oder zu dritt in Boxen gehalten.

Tabelle 3: Versuchsdesign

Versuchsgruppe A B C D
Anzahl der Ferkel n 21 21 21 21
Anzahl der Wiederholungen (Leistungsversuch) n 14 14 14 14
Anzahl der Wiederholungen (Mikrobiologie) n 7 7 7 7
Ameisensiure (fliissig) g/kg - 5 - -
Benzoeséure (granuliert) g/kg - - 5 -
Kombinationspréparat g/kg - - -

Ameisenséure 44 % (granuliert) - - -
Benzoeséure (granuliert) - - -
Zitronensduremonohydrat - - -
Kaliumsorbat - - -
Cuxarom Spice 301 - - - 0,2

— e U) —

A= Kontrollgruppe, B= Ameisensduregruppe, C= Benzoesiuregruppe,
D= Kombinationspriparatgruppe
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2.3 Versuchsdidten

Es wurde eine praxisiibliche Diét fiir Aufzuchtferkel nach den Empfehlungen der Gesellschaft
fiir Erndhrungsphysiologie (Ausschuss fiir Bedarfsnormen Nr. 10, 2006) mit den
Hauptkomponenten Gerste, Weizen, Sojabohnen (dampferhitzt) und Molkenfett konzipiert.
Die Herstellung der Basisdidt erfolgte im Mischfutterbetrieb Fugema (Futtermittel- und
Getreidehandelsgesellschaft mbH & Co. KG, 17132 Malchin). In der Tabelle 4a sind die vom
Institut flir Tiererndhrung der Freien Universidt Berlin ermittelten Analyseergebnisse des

Futtermittels zusammengefasst.

Tabelle 4: Basisdiit und gemessene Energie- sowie Nihrstoffgehalte des Alleinfutter -
mittels fiir Aufzuchtferkel (Angaben des Herstellers)

Futtergruppe Alle Versuchsgruppen
Zusammensetzung

Gerste [g/kg] 3729
Weizen [g/kg] 300
Sojabohnen, dampferhitzt [g/kg] 100
Molkenfett [g/kg] 90
Sojaextraktionsschrot [g/kg] 48
Kartoffeleiweil} [g/kg] 30
Mineralstoff-Spurenelement-Vormischung [g/kg] 15
Sojasl [g/kg] 14
L-Lysin-Konzentrat, fliissig [g/kg] 10
Kalziumcarbonat [g/kg] 7,7
Monokalziumphosphat [g/kg] 5,2
DL-Methionin-Konzentrat, fliissig [g/kg] 49
L- Threonin [g/kg] 1
Vitamin E [g/kg] 1
L-Tryptophan [g/kg] 0,3
Gehalte

ME [MJ/kg] 14
Rohprotein [g/kg] 175
Rohfaser [g/kg] 34
Rohfett [g/kg] 68
Lysin [g/kg] 14
Methionin [g/kg] 4,9
Threonin [g/kg] 7,8
Tryptophan [g/kg] 2,5
Methionin + Cystin [g/kg] 8
Kalzium [g/kg] 7
Phosphor [g/kg] 6
Natrium [g/kg] 2,9

Zusatzstoffe je kg Alleinfutter: 20000 IE Vit. A; 3500 IE Vit. D;; Antioxidans BHT, BHA,
Aromastoffe, L-Lysin-Konzentrat, fliissig; DL-Methionin-Natrium-Konzentrat, fliissig; L-Threonin;
L-Tryptophan; 22 mg Cu aus Cu II - Sulfat-Pentahydrat; 0,4 mg Se.
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Tabelle 4a: Am Institut fiir Tierernihrung (FU-Berlin) analysierte Futtermittelgehalte
der vier Versuchsgruppen nach VDLUFA-Empfehlungen (Naumann 1988)

Kontrolle Ameisensdure Benzoesaure Kombination
Trockensubstanz [%] 89,62 89,58 89,79 90,47
Rohasche [g/kg] 53,62 52,26 54,92 57,76
Rohfett [g/kg] 47,64 46,23 48,64 50,45
Rohprotein [g/kg] 170,0 170,2 169,3 171,6
Rohfaser [g/kg] 39,19 33,67 35,64 31,52
Phosphor [g/kg] 5,71 5,73 5,71 5,74
Kalzium [g/kg] 7,57 6,92 8,08 8,29
Natrium [g/kg] 2,23 2,17 2,19 2,38

Nach Aufteilung der Basisdidt in 4 Einzelchargen a 500 kg wurden 3 Einzelchargen mit den
jeweils zu priifenden Futterzusatzstoffen in einer Dosierung von 5 g Sdure/kg Futter versetzt
(Versuchsgruppen B, C, D). Zu der Basisdidt der Versuchsgruppe B wurden 5 g/kg
Ameisensdure (98 %, Hersteller: Ligrana, Eilsleben, Deutschland) zugegeben. Die Basisdidt
der Versuchsgruppe C wurde mit 5 g/lkg Benzoesdure (Vevo Vitall E 210, Hersteller:
DSMBrand, Heerlen, Niederlande) versetzt. Der Basisdidt der Versuchsgruppe D wurde eine
Sduremischung zugefiigt, die sich zusammensetzt aus 1 g/kg Sduregranulat, das aus einer auf
einen Tragerstoff aufgebrachten, gepufferte Ameisensidure bestand (44% Ameisensdure, 4%
Ammoniak, 12% Wasser, 40% Vermiculit, Hersteller: Ligrana/ Lohmann Animal Health,
Cuxhaven, Deutschland), 3 g/kg Benzoesdure (Vevo Vitall E 210 Hersteller: DSMBrand),
1 g/kg Zitronensduremonohydrat (Gehalt mind. 90% Zitronensdure, Hersteller: Lohmann
Animal Health), 1 g/kg Kaliumsorbat (Gehalt mind. 98% Kaliumsorbat, Hersteller: Lohmann
Animal Health) sowie 0,2 g/kg Cuxarom Spice 301 (Aromastoff) (Hersteller: Lohmann
Animal Health). Die verbleibende Einzelcharge diente ohne den Zusatz einer Sdure als
Kontrollfutter (Versuchsgruppe A). Von jeder dieser vier Chargen wurden je 80-100 kg Futter
entnommen und mit 5g Cr0s/kg supplementiert. Die Herstellung der jeweiligen
Versuchsmischungen erfolgte im institutseigenen Mischfutterbetrieb (Institut fiir

Tiererndhrung; Anerkennungsnummer: aDE-BE-100001; Registriernummer DE-BE-100001).

2.3.1 Fitterung

Im mikrobiologischen Versuchsabschnitt wurden die Ferkel vom Tag des Absetzens bis
5 Tage vor der Totung ad libitum gefiittert. Danach erfolgte eine restriktive Fiitterung. Die
Tiere erhielten ihr Futter berechnet nach ihrem Bedarf (9% der metabolischen Lebendmasse)

in 5 Portionen alle 2 Stunden iiber den Tag verteilt. Nach Mdglichkeit wurden die Ferkel fiir
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die restriktive Fiitterung einzeln gesetzt. Aus Platzgriinden war dies jedoch am Anfang nicht
moglich, sodass zwei Tieren in einer Box das Futter zusammen verabreicht wurde. Die Tiere
im Leistungsversuch erhielten durchgingig eine ad [libitum Fiitterung. Das Angebot an

frischem Trinkwasser erfolgte tiber Nippeltrinken, ad libitum.

2.4 Zootechnische Leistungen

Die zootechnischen Leistungen wurden durch Lebendmasseentwicklung, Futteraufnahme und
Futteraufwand charakterisiert. Hierfiir wurden die Tiere wochentlich je Bucht gewogen
(Waage Bizerba, Bizerba ITU, MefBkirch, Deutschland). Die Futteraufnahme je Bucht erfolgte
ebenfalls wochentlich iiber die Dokumentation der jeweiligen Ein- und Riickwaagen unter
Beriicksichtigung gesammelter Futtermittelverluste. Fiir die Berechnung des Futteraufwandes
wurde die je Bucht erzielte durchschnittliche Lebendmassezunahme und gemittelte

Futteraufnahme je Tier herangezogen.

Futteraufwand = _ mittlere Futteraufnahme
mittlere Lebendmassezunahme

2.5 Kotkonsistenz

Die Kotkonsistenz wurde tdglich auf der Grundlage des nachfolgend ausgewiesenen
Bonitierungsschliissels dokumentiert. Der Gesundheitszustand der Tiere wurde téglich

kontrolliert.

Tabelle 5: Bonitierungsschliissel fiir die Kotkonsistenz

Kotkonsistenz Kodierung Beurteilung

fester, trockener Kot 1 physiologisch

weicher, geformter Kot physiologisch

weicher ungeformter Kot beginnende Diarrhoe

fliissiger Kot Diarrhoe

2
3
4
5

fliissiger Kot mit Farbverdnderung schwere Diarrhoe

Als Diarrhoe wurde weicher ungeformter Kot (3) gewertet, der an zwei oder mehr

aufeinander folgenden Tagen auftrat (Méanner 1997).
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2.6 Probengewinnung
Futterproben

Nach der vollstindigen Mischung der vier Versuchsdidten, wurden sofort verschlieBbare
Probentiiten mit den entsprechenden Futtermitteln gefiillt und analysiert. Nach Ablauf einer
Woche wurden wiederum Proben aus allen vier Versuchsdidtmischungen genommen.
Zusitzlich wurde direkt nach der Totung der Tiere abermals Proben aus den
Futtermittelvorratsbehéltern entnommen.

Die Entnahme der Futtermittelproben erfolgte jeweils aus der Mitte des

Aufbewahrungsbehilters.

Kotproben

Die Probennahmen fiir die mikrobiologische Untersuchungen erfolgte von den fiir die
Verdaulichkeitsuntersuchungen aufgestallten Ferkeln. Diese erhielten von Anfang an das
Futter mit Indikatorsubstanz. Wéhrend der ersten drei Wochen erfolgte eine allgemeine
Beurteilung des mikrobiologischen Status anhand von Kotproben. Die Kotproben wurden am
5., 9. und 14. Tag nach dem Absetzen genommen. Die Tiere wurden hierfiir einzeln in zuvor
gereinigte Boxen gesetzt und der frisch abgesetzte Kot in je zwei 2 ml-Plastikgefa3e fiir die

mikrobiologische Untersuchung und fiir die Bestimmung der Trockensubstanz gefiillt.

Am Tag der Totung wurde erneut von jedem Tier Kotproben gesammelt. Diese Proben

wurden zur Untersuchung der scheinbaren Verdaulichkeit benotigt.

Gewinnung der Proben aus dem Verdauungstrakt

Die Totung erfolgte am 25. Tag 30 Minuten nach der letzten Futteraufnahme. Dieses
Vorgehen erfolgte aus arbeitstechnischen Griinden auch am 26. und 27. Tag. Die Tiere
wurden durch intramuskuldre Verabreichung von Ketamin (10% Ursotamin, Serumwerk,
Bernburg, Deutschland) in einer Dosierung von 0,2 ml/kg und Azaperon (Stresnil®, Janssen-
Cilag, Neuss, Deutschland) in einer Dosierung von 0,1 ml/kg sediert. Die Totung erfolgte
durch eine intrakardiale Injektion von T61® (Kombinationspriaparat, Wirkstoffe:
Embutramid, Tetracain, Mebenzonium, Intervet, UnterschleiBheim, Deutschland) in einer
Dosierung von 10 ml/Tier.

Die Offnung der Bauchhdhle wurde entlang der Linea alba und durch zwei

Entlastungsschnitte entlang des Rippenbogens durchgefiihrt. Nach dem Erdffnen wurde zuerst
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das Ileum aufgesucht. Die Plica ileocaecalis gab dabei Aufschluss iiber den Anfang des
Ileums. An dieser Stelle wurde der Darm mittels zweier Arterienklemmen abgeklemmt und
durchtrennt. Von dieser Stelle wurde dann nach proximal 1,5 m vom Diinndarm abgemessen.
Dieser Abschnitt wurde ebenfalls mit Arterienklemmen gesichert und durchtrennt. Der Inhalt
dieses 1,5 m langen Diinndarmabschnitts wurde in ein steriles Probengefdl3 iiberfiihrt und
spiater zur Bestimmung der scheinbaren praecaecalen Verdaulichkeit verwendet. Der
verbleibende Diinndarm wurde herausprépariert und halbiert. So ergaben sich die Abschnitte
proximales und distales Jejunum. Der Inhalt aus dem Jejunum, Magen und Colon wurde
ebenfalls in sterile Probengefaf3e tiberfiihrt und sofort auf Eis gelagert, um dann anschlieSend
in 2 ml-PlastikgefdBle gefiillt zu werden. Je eine Probe aus dem proximalen und distalen
Jejunum sowie aus dem Colon wurde sofort ins Labor verbracht, um Enterobakterien auf
Endoagar (Carl Roth GmbH & Co, Deutschland) anzuziichten.

Die Lagerung der restlichen Proben erfolgte bei -80 °C.

Harnprobengewinnung

Nach der Toétung der Tiere wurde der Harn mittels einer 20 ml Spritze (Kaniile: 1,2 x 40 mm)
steril aus der Harnblase gewonnen und in ein 50 ml-Plastikgefd iiberfithrt, um es zur
Hippursdurebestimmung ins VMDI (Veterindrmedizinisch-Diagnostisches Institut GmbH) zu

verbringen.

2.7 Futtermittelanalysen

2.7.1 Bestimmung der Pufferkapazitét des Futters

Zur Bestimmung der Pufferkapazitit wurden jeweils 10 g pro Futtervariante eingewogen und
mit 80 ml destilliertem Wasser versetzt. Mit einer 0,5 N Salzsdure wurden dann mittels
Titration die pH-Wert Stufen 5, 4, 3 und 2 mit einem pH-Meter (Seven Multi, Mettler Toledo,
Schweiz) eingestellt und der Verbrauch an Salzsdure in ml notiert. Rechnerisch konnte dann

die Pufferkapazitit bestimmt werden.

Pufferkapazitit p: [ = H" Zugabe/ Volumen
ApH
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2.7.2 Benzoesdurekonzentrationsbestimmung im Futtermittel und Digesta mittels

Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)

Eine Auflistung der verwendeten Materialien und Chemikalien befindet sich im Anhang
(Tabelle A1).

Die HPLC ist ein Fliissigchromatographieverfahren, mit dem Substanzen getrennt werden, um
dann durch Standards identifiziert sowie quantifiziert zu werden. Die Benzoesdure wurde
alkalisch gelost und mittels der HPLC auf einer Hydro RP Séule isokratisch bei ca. pH 4,1
von Matrixbestandteilen sauber getrennt und quantifiziert.

Wegen des groflen linearen Bereiches erfolgte eine Ein-Punkt-Kalibrierung entweder mit dem

Standard 10 ppm (fiir Futtermittel und Magen) oder 2 ppm (fiir Jejunum).

Die Nachweisgrenze wurde aus dem Signal/Rauschverhiltnis zu 0,02 ppm abgeschétzt. Die

Bestimmungsgrenze lag also bei 0,2 ppm.

Fiir die Vorbereitung der Proben aus Futtermittel wurden 5 g in einen 100 ml-Messkolben
eingewogen und ca. 60 ml NaOH 50 mM (sieche Anhang Al) dazugegeben. Der Kolben
wurde dann 30 min. bei ca. 175 mot/min geschiittelt und dann mit NaOH (50 mM) aufgefiillt.
15 oder 50 ml wurden dann bei 3000 x g fiir 15 min. zentrifugiert. Vom Uberstand wurden
5 ml abgenommen und in einen 50 ml-Messkolben gegeben. Dann wurden je 0,5 ml Carrez |
und II (siche Anhang A1), und 5 ml HCI (50 mM) (siche Anhang Al) zur Neutralisation
dazugegeben und auf 50 ml mit Reinstwasser aufgefiillt. Die Probe wurde umgeschwenkt,
zentrifugiert und ca. 3 — 5 ml durch ein Spritzenfilter in ein Gefdl gegeben. 400 pl der
filtrierten Probe, 400 ul Methanol und 200 pl Puffer (pH 3,1) (siche Anhang A1) wurden

direkt im Probengefal} verdiinnt und gut gemischt. Die Probe war nun zur Analyse bereit.

Zur Vorbereitung der Magenproben wurden 500 mg in ein 15 ml-Plastikgefdll eingewogen
und mit je 300 pl Carrez I und II und 4 ml NaOH (50 mM) versetzt, anschlieBend wurde das
Gefal gut manuell geschiittelt, so dass alle Bestandteile aufgeschlemmt wurden, um es
danach fiir 30 min. bei 200-250 mot/min. zu schiitteln. Die Probe wurde zentrifugiert
(3000 x g fiir 15 min.) und der Uberstand durch einen Spritzenfilter gegeben. 1,25 ml wurden
in einen 10 ml-Messkolben gegeben, zur Neutralisation mit 1,25 ml HCl (50 mM) versetzt
und mit Reinstwasser aufgefiillt. 400 pl der filtrierten Probe, 400 pl Methanol und 200 pl
Puffer (pH 3,1) wurden direkt im Probengefd3 verdiinnt und gut gemischt. Die Probe war nun

zur Analyse bereit.
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Um die Jejunumproben vorzubereiten, wurde wenn moglich 1 g Jejunuminhalt eingewogen
(mind. 500 — 600 mg), in ein 15 ml-Plastikgefd3 gegeben und mit je 300 pl Carrez I und II
sowie mit 3,5 ml NaOH (50 mM) versetzt, anschlieBend wurde gut manuell geschiittelt, so
dass alle Bestandteile aufgeschlemmt wurden, um dann 30 min. bei 200-250 mot/min. zu
schiitteln. Die Probe wurde zentrifugiert (3000 x g fiir 15 min.) und der Uberstand durch
einen Spritzenfilter gegeben. 400 pl der filtrierten Probe und 400 pl Methanol sowie 200 pl
Puffer (pH 3,1) wurden direkt im Probengefdl3 verdiinnt und gut gemischt. Die Probe war nun
zur Analyse bereit. Fiir die Programmeinstellungen und Probenverdiinnungen sieche Anhang

Al.

2.7.3. Ameisensdurekonzentrationsbestimmung im Futtermittel und Digesta mittels

Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)

Eine Auflistung der verwendeten Materialien und Chemikalien befindet sich im Anhang
(Tabelle A2).

Um die Standards fiir die Ameisensdurebestimmung herzustellen, wurde zuerst eine 10fache
Verdiinnung der Stammlosung (siche Anhang A2) hergestellt. Dazu wurden 10 ml der
Stammlésung und 10 ml 0,2 N H,SOy in einen 100 ml-Messkolben gegeben und mit Aqua
dest. aufgefillt.

Der Standard fiir Proben aus dem Magen wurde wie folgt hergestellt:

2,5 ml Stammlésung und 10 ml H,SO4 (0,2 N) in einen 100 ml-Messkolben, der dann mit
Aqua dest. aufgefiillt wurde.

Der Standard fiir Digestaproben wurde wie folgt hergestellt:

100 pl Stammlésung und 100 ul 0,2 N H,SO4 sowie 800 pl Aqua dest. direkt in das
Probengefal.

Herstellung des Probenextraktes:

Futtermittel mit 5 g Ameisensdure/kg FM (0,5%):

10 g Futtermittel wurden in einen 100 ml-Messkolben eingewogen und mit 60 ml Aqua dest.
30 min. bei ca. 160 mot/min. horizontal geschiittelt. Anschlieend wurde der Messkolben mit
Aqua dest. bis zum Eichstrich aufgefiillt. 40-50 ml dieser Losung wurden abgenommen und
in ein 50 ml-Plastikgefal tiberfithrt und zentrifugiert (3000 x g, 15 min.). Ca. 10 ml der
Losung wurden dann durch einen Spritzenfilter (0,2 um) filtriert. Von der filtrierten Losung
wurden 500 pl in ein Probengefal pipettiert. 500 ul H,SO4 wurden dazugegeben. Das

Probengefall wurde gut verschlossen und geschiittelt.
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Magen- und Digestaproben:

Die Proben wurden aufgetaut, um dann 0,6-1 g in ein 15 ml-Plastikgefd3 einzuwiegen.
Zusitzlich wurden 0,5ml einer Kaliumhexacyanoferratlosung und 0,5 ml einer
Zinkchloridlosung zugegeben. Das Gefdl wurde gut geschiittelt und anschlieend
zentrifugiert. Das Zentrifugat wurde danach durch einen Spritzenfilter (0,2 pum) filtriert.
500 ul dieser Probenlosung wurden mit derselben Menge 0,04 N H,SO, direkt ins
Probengefdl3 gegeben, gut durchmischt und anschlieBend mit der HPLC analysiert. Fiir die

Programmeinstellungen siche Anhang A2.

2.8 Messungen von Stoffwechselprodukten in Digesta
2.8.1 Ammonium-Bestimmung in Digesta mittels ionenselektiver Elektrode

Eine Auflistung der verwendeten Materialien und Chemikalien befindet sich im Anhang
(Tabelle A3).
Eine 55,56 mM NH,Cl Stamm-Losung (= 1000 ppm, entsprechen 55,56 mmol/l) (siche

Anhang A3) wurde verdiinnt, um die folgenden Konzentrationen zu erhalten: 500 ppm,
100 ppm, 50 ppm, 10 ppm, 5 ppm. Mittels dieser Verdiinnungsreihe erfolgte die Kalibrierung
der NH,"- Elektrode. Die Messung erfolgte im mV-Modus.

Digestaproben aus Magen, distalem Jejunum und Colon wurden aufgetaut und danach auf Eis
gehalten. Es wurden 0,5 g jeder Probe abgewogen und in ein neues steriles 2 ml-Plastikgefal3
iiberfiihrt. Auch diese Proben wurden stindig auf Eis gehalten. 500 pul bidestilliertes Wasser
wurde jeder Probe zugesetzt. AnschlieBend wurden die Proben mittels Vortexer
homogenisiert. Die Proben wurden fiir 10 min. und 4 °C bei 16.200 x g zentrifugiert. Wenn
moglich wurden 500 pl des Uberstandes abgenommen und in ein SzintillationsgefdB
iiberfithrt. War der Uberstand nicht ausreichend, wurde er in ein neues steriles 2 ml-
Plastikgefd3 iiberfiilhrt und mit 500 ul bidestiliertem Wasser verdiinnt. Aus dieser
Verdiinnung wurden dann nach Durchmischung 500 pl abgenommen und in ein
Szintillationsgefal3 verbracht. Die Verdiinnung wurde notiert.

In die Szintillationsgefile wurde zusdtzlich 200 ul ISA-Losung (0,9-molare
Aluminiumsulfatlosung) und 9,5 ml bidestiliertes Wasser gegeben. Auf einem Magnetriihrer
wurde darauf die aufbereitete Probe unter stindigem Riithren durchmischt.

Die Elektrode wurde in die Probenlosung getaucht und der gemessene mV-Wert protokolliert.
Anhand der vorher erstellten Kalibrierkurve konnte die Ammoniumkonzentration jeder

Digestaprobe abgelesen werden.
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2.8.2 Enzymatische Bestimmung von [D(-)- und L(+)]-Laktat

Eine Auflistung der verwendeten Materialien und Chemikalien befindet sich im Anhang
(Tabelle A4).
Das Prinzip der enzymatischen Milchsdurebestimmung besteht darin, dass D-Milchsédure

durch NAD in Gegenwart von D-Laktat-Dehydrogenase zu Pyruvat oxidiert wird. L-
Milchsdure wird entsprechend durch L-Laktat-Dehydrogenase zu Pyruvat oxidiert. Das
Gleichgewicht der Reaktion kann durch Zugabe von Glutamat-Pyruvat-Transaminase in
Gegenwart von Glutamat auf die Seite von Pyruvat und NADH verschoben werden. Das
entstandene NADH wird photometrisch bei 365 nm gemessen und verhilt sich proportional
zur Ausgangsmenge an Milchsaure.

Zur Probenvorbereitung wurden Digestaproben aus Magen, distalem Jejunum und Colon
aufgetaut und danach auf Eis gehalten. Von jeder Probe wurde jeweils 1,0 g abgewogen und
in ein neues 15 ml-Plastikrohrchen iiberfiihrt. Auch diese Probenabfiillung war stindig auf Eis
zu halten. Nun wurden 2,0 ml 1 N Perchlorsdure zugegeben und 10 sec. mit einem Vortexer
durchmischt. Die so behandelte Probe wurde sofort zuriick auf Eis gestellt. Es wurden 200 pl
4 N KOH zugegeben. Die Probe wurde gut durchmischt und zuriick auf Eis gestellt. Im
Anschluss wurden die Proben fiir 10 min. und 4 °C bei 400 x g zentrifugiert. Der entstandene
Uberstand wurde in ein neues steriles 2 ml-PlastikgefiB iiberfiihrt. Die Proben wurden erneut
bei 4 °C und 16.200 x g fiir 10 min. zentrifugiert. Von dem so entstandenen Uberstand
wurden jeweils 1000 pl abgenommen und in ein neues steriles 2 ml-Plastikgefal3 iiberfiihrt.
Um optimale Bedingungen fiir die Enzymreaktion zu schaffen, wurde fiir jede Probe mittels
Mikro-pH-Elektrode der pH-Wert bestimmt und mit 4 N KOH ein pH-Wert zwischen 8 und
10 eingestellt.

Die Ermittlung des Milchsduregehalts der behandelten Proben erfolgte anschlieBend
photometrisch mit Hilfe eines kommerziellen enzymatischen Laktat-Test Kits, nach Angaben
des Herstellers. Zur photometrischen Messung wurde das Programm Swift Quantification II
verwendet. Nach der photometrischen Bestimmung des Milchsduregehalts erfolgte die

Berechnung der Laktatgehalte (L- und D- Isomere).

2.8.3 Gaschromatographische Messung der kurzkettigen fliichtigen Fettsdauren (FFS)

Eine Auflistung der verwendeten Materialien und Chemikalien befindet sich im Anhang
(Tabelle AS).
Fiir die Untersuchung der FFS in den einzelnen Darmabschnitten wurden Proben aus Magen,

distalem Jejunum und Colon herangezogen. Mit einem Gaschromatograph (GC), ausgeriistet
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mit einem Flammenionisationsdetektor und der Kapillarsdule InnoWax, erfolgte die
Konzentrationsbestimmung der FFS Acetat, Propionat, Butyrat und Valeriat. Die Proben
wurden nach der Methode von Schifer (1995) behandelt und aufgearbeitet. Die Proben
wurden aufgetaut, 300 mg abgewogen und in ein steriles 1,5 ml-Plastikgefa3 iiberfiihrt. Durch
Zugabe von 1000 pl eines internen Standards (enthielt 0,5 mmol/l Capronsdure, 950 ml
bidestiliertes Wasser HPLC/GC-great, 50 ml Stammldsung, 25 g Natriumacetat und 10 g
Oxalséduredihydrat) wurden die Proben suspendiert. Die Proben wurden dann 1 Stunde
geschiittelt und danach bei Raumtemperatur, 8 min. bei 16.200 x g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde wie folgt abgenommen:

e Magenproben: 500 pl + 500 pl interner Standard

e Jejunumproben: 400 pl + 800 pl interner Standard

e Colonproben: 100 pl + 1000 pl interner Standard
Die Proben wurden gut durchmischt und mit dem Gaschromatographen untersucht. Fiir die
Programmeinstellungen siche Anhang AS.

2.8.4 pH-Messung in Digesta und Harn

Eine Auflistung der verwendeten Materialien und Chemikalien befindet sich im Anhang
(Tabelle A6).
Sofort nach der Totung der Ferkel und nach der Entnahme der Digesta aus dem

Verdauungstrakt wurde aus den Darmabschnitten Magen, proximales, distales Jejunum,
Caecum und Colon 1 g Digesta entnommen und mit 4 ml 0,01 M Kalziumchloridlosung
(siche Anhang A6) verdiinnt. Die entstandene Suspension wurde mittels Vortexer gut
durchmischt. Dann wurde mit Hilfe eines pH-Meters der pH-Wert bestimmt.

Der pH-Wert des Harns wurde direkt nach der Entnahme ohne weitere Aufarbeitung mittels

pH-Meter bestimmt.

2.8.5 Bestimmung des Markers Chromoxid fiir die Berechnung der scheinbaren praecaecalen
Verdaulichkeit

Fir die Messung des Chromgehaltes aus den Proben distales Jejunum und Kot, die am
Totungstag genommen worden waren, wurden ca. 0,5 g in Tiegeln eingewogen und im
Muffelofen (Typ: M110, Heraeus, Herrenberg, Deutschland) fiir 4 h bei 600 °C verascht.
Anschlieend wurden den Proben 4 ml Kaliumbromat und 3 ml Mangansulfat zugefiigt und
dann leicht geschwenkt. Die Proben wurden dann fiir 50 min. bei 200 °C im Sandbad erhitzt.
Nach dem Abkiihlen wurden sie durch einen Faltenfilter in 50 ml-Messkolben iiberfiihrt, in

die je 6 ml Kalziumchlorid vorgelegt worden waren, und anschlieBend mit destilliertem
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Wasser auf 50 ml aufgefiillt. Die Bestimmung des Markers Chromoxid erfolgte mittels
Atomabsorptionsspektrometrie (AAF Vario 6, Analytik-Jena, Jena, Deutschland) (Arthur
1970).

2.8.6 Lyophilisierung der Kot- und Digestaproben

Fir die Bestimmung der scheinbaren praecaecalen und scheinbaren Gesamt-
traktverdaulichkeit mussten die Kotproben vom Tag der Toétung und die Digestaproben
(distales Jejunum) gefriergetrocknet werden (Lyovac GT2, Leybold-Heraeus, Koln,
Deutschland). Nach dreitdgiger Gefriertrocknung wurden die Proben anschlieend auf eine

PartikelgroBe von 0,25 mm gemahlen (Retsch ZM 100, Retsch, Haan, Germany).

2.8.7 Trockenmassebestimmung aus Kot und Digesta

Fiir die Trockenmassebestimmung wurden die Digestaproben aus Magen, proximalem und
distalem Jejunum und Colon verwendet. Die Kotproben wurden am 5., 9. und 14. Tag nach
dem Absetzen genommen. Eine definierte Menge jeder Probe wurde in ein 2 ml-Plastikgefaf3
abgewogen (Analysewaage, Sartorius BP 1105, Sartorius AG, Deutschland). Die Proben
wurden dann drei Tage gefriergetrocknet (Lyovac GT2, Leybold-Heraeus, Deutschland) und

zuriickgewogen.

2.8.8 Hippursdurebestimmung aus Harn

Die Hippursaurebestimmung aus dem Harn erfolgte am VMDI (Veterindrmedizinisch-
Diagnostisches Institut GmbH, Sonnenburger Stralle 70, 10437 Berlin, Deutschland) mittels
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC).

2.8.9 Weender Analyse, Aminosduregehaltbestimmung und Berechnung der scheinbaren

praecaecalen und scheinbaren Gesamttraktverdaulichkeit

Anhand der distalen Jejunaldigesta wurden mittels Weender Analyse die Rohnihrstoffe
Rohprotein, Rohfett, Rohfaser, Rohasche sowie Phosphor, Natrium und Kalzium bestimmt
und anschlieBend deren scheinbare praecaecale Verdaulichkeit berechnet. Hierzu wurden die
jeweiligen VDLUFA-Methoden verwendet (Naumann 1988).

Des Weiteren wurden die Aminosduren Asparaginsidure, Threonin, Serin, Glutaminsiure,
Glycin, Alanin, Valin, Isoleucin, Leucin, Tyrosin, Phenylalanin, Histidin, Lysin, Arginin und

Prolin sowie Methionin und Cystein bestimmt und anschlieend deren scheinbare praecaecale
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Verdaulichkeit berechnet. Hierzu wurde ebenfalls nach den Angaben der VDLUFA
gearbeitet. Die Proben wurden mit 6 N Salzsdure (22 h bei 110 °C) hydrolysiert, und der pH-
Wert der Hydrolysate auf pH 2,2 eingestellt. Danach wurden die Aminosiduren in einem
Aminosdureanalysator (Typs Biochrom 20 Plus, Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway,
USA) durch Ionenaustauscher-Chromatographie getrennt und anschlieBend bestimmt. Im
Falle der Bestimmung der Aminosduren Methionin und Cystein wurde vor der Hydrolyse
zusitzlich eine Oxidation (mittels Wasserstoffperoxid, Ameisensidure und Phenol; 24 h bei
0 °C) durchgefiihrt.

Die Berechnung der Werte fiir die scheinbare praecaecale Verdaulichkeit erfolgte fiir die
Rohnihrstoffe und die Aminosduren nach folgender Formel, unter Beriicksichtigung der

Werte der Chromoxidbestimmung:

Schein. praecae. Verd.[ %] =100 - (Chromoxid p;; /Chromoxid p;ges) X (Ndhrstoff p,g.q./Nihrstoffy;;) x100

Weender Analyse, Aminosduregehaltbestimmung und Berechnung der scheinbaren
Gesamttraktverdaulichkeit

Fiir diese Untersuchung wurden die gleichen Analysen wie unter 2.8.9 durchgefiihrt, wobei

hierfiir allerdings die Kotproben vom Tag der Tétung verwendet wurden.

Zur Berechnung der scheinbaren Gesamttraktverdaulichkeit wurde folgende Formel

angewendet:

scheinbare Gesamt.verd.[%] =100 - (Chromoxid p;;; /Chromoxid g,,) x (Ndhrstoff x,/Nihrstoffy;;) x 100

2.9 Mikrobiologische Methoden

2.9.1 Bestimmung der Koloniebildenen Einheiten (KbE) von Escherichia coli

Um einen Eindruck iiber E.coli Populationen in den einzelnen Darmabschnitten zu gewinnen,
wurde direkt nach der Totung aus dem proximalen und distalem Jejunum sowie aus dem
Colon Digesta entnommen und in unterschiedlichen Verdiinnungsstufen mittels Phosphat-
gepufferte Salzlosung (PBS) (siche Anhang A7) (Jejunum 10" = 107, Colon 10" -107°) auf
Endoagar (Carl Roth GmbH & Co, Deutschland) ausplattiert und bei 37 °C fiir 24 h bebriitet.

Als putative E. coli wurden Kolonien von metallischem Glanz und mit rosa Hof gewertet.
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2.10 Molekularbiologische Methoden

2.10.1 DNA- Gewinnung aus Bakterienkolonien fiir die Multiplex-Polymerase-Kettenreaktion
(MPCR)

Eine Liste der verwendeten Chemikalien und Materialien befindet sich im Anhang (Tabelle
A7).

Es wurden, wenn moglich, je 10 Kolonien pro Endoagarplatte mit einer sterilen Impfose
isoliert. Hierfiir wurde die Platte mit der geringsten Verdiinnungsstufe gewéhlt, bei der die
Kolonien noch deutlich zu unterscheiden waren. Jede Kolonie wurde einzeln mit der Impfose
von der Platte gelost und in ein separates 2 ml-Plastikgefd3, welches mit 1 ml 0,9%iger
Natriumchloridlésung befiillt war, tiberfiihrt. Insgesamt wurden so 415 Isolate gewonnen.

Zur Freisetzung der DNA aus diesen Isolaten, wurden diese mittels Vortexer homogenisiert
und dann 2 min. bei 100 °C in einem Heizblock aufgekocht. Im Anschluss wurden die Proben
zentrifugiert (5 min., 13.000 x g), der Uberstand abgenommen und in ein neues steriles 2 ml-

PlastikgefaB tiberfiihrt. Die Proben wurden dann bei -80 °C eingefroren.

2.10.2 Extraktion der Gesamt-Nukleinsduren aus Digesta

Eine Liste der verwendeten Chemikalien und Materialien befindet sich im Anhang (Tabelle
A8).

Zur Phenol-Chloroform Extraktion wurde das vorher auf -80 °C tiefgefrorene Digestamaterial
verwendet. Das Material wurde in einem Wasser-Eisbad aufgetaut. Vom Magen- und
Colonmaterial wurde jeweils 1 g verwendet, wihrend bei den Proben aus dem distalen
Jejunum mindestens 1,5 g und wenn moglich auch mehr eingesetzt wurde. Jede Probe wurde
in ein Szintillationsréhrchen, welches mit 3 g sduregewaschenen, sterilen 0,25 mm Glasperlen
bestiickt war, eingewogen. Die Proben waren stindig auf Eis zu halten.

Um nun die bakterielle DNA aus dem biologischen Material zu gewinnen, wurde mit einer
Zelllyse begonnen. Hierbei kam es zu einer mechanischen und chemischen Zerstérung der
Zellwinde. Auf diese Weise lagen die Nukleinsduren frei vor. AnschlieBend erfolgte eine

Isolierung und Aufreinigung der Nukleinsduren.
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Lyse der Zellwénde

In die bestiickten Szintillationsréhrchen wurden 10 ml 60 °C warme GITC-Losung
gegeben.

Die Proben wurden gut geschiittelt (Vortexer) und dann ebenfalls fiir 5 min. in einem
60 °C warmen Wasserbad inkubiert. Alle 60 sec. wurden die Proben kurz geschiittelt
(Vortexer).

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Proben wieder auf Eis gestellt.

Die Proben wurden darauf in der Retschmiihle bei maximaler Frequenz (2000/min) fiir
2 min. geschiittelt.

Danach wurden die Proben sofort wieder auf Eis gestellt und 1 min. gewartet, bis sich
noch verbliebene groflere Partikel am Grund abgesetzt hatten.

Der Uberstand wurde vorsichtig in ein autoklaviertes Oak-Ridge®-
Zentrifugenrohrchen dekantiert.

Der verbleibende Rest im Szintillationsr6hrchen, wurde abermals mit 7 ml 60 °C
GITC-L6sung versetzt und fiir 5 min. im 60 °C warmen Wasserbad inkubiert.

Nach diesem Arbeitsschritt wurden die Proben erneut in der Retschmiihle fiir 2 min.
bei maximaler Frequenz geschiittelt.

Die Proben wurden wieder auf Eis gestellt und nach 1 min. wurde der gesamte Inhalt
der Szintillationsréhrchen in die entsprechenden Oak-Ridge®-Zentrifugenrohrchen

uberfiihrt.

Nukleinsdureextraktion

Zur Heraustrennung der Nukleinsdure aus dem proteinhaltigen Zelllysat erfolgten die
folgenden Arbeitsschritte:

Die mit den Proben gefiillten Oak-Ridge®-Zentrifugenréhrchen wurden ebenfalls auf
Eis gehalten.

Zu jeder Probe wurden 20 ml Phenol/Chloroform (pH 8) gegeben.

Die Probenréhrchen wurden geschwenkt und dann bei 4 °C, 18.000 x g, fiir 5 min. mit
ausgestellter Bremse zentrifugiert.

Die obige wassrige Phase wurde darauf mit einer sterilen Spritze in ein neues steriles
Oak-Ridge®-Zentrifugenrohrchen tiberfiihrt.

Zu der wassrigen Phase wurde sodann die gleiche Menge Chloroform/Isoamylalkohol
gegeben. Dies diente der Entfernung der Phenol/Chloroformreste aus dem Nukleinséure-

Extrakt.
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- Die Rohrchen wurden geschiittelt und fiir 5 min., bei 4 °C bei 18.000 x g und
ausgestellter Bremse zentrifugiert.

- Die obige wissrige Phase wurde mit einer sterilen Spritze in ein neues steriles Oak-
Ridge®-Zentrifugenrdhrchen iiberfiihrt.

- Zum Aufkonzentrieren und Féllen der DNA wurde dann das gleiche Volumen an
eiskaltem Isopropanol zugegeben.

- Die Zentrifugenrohrchen wurden kurz geschiittelt und iiber Nacht bei -30 °C gelagert.
Abtrennung des DNA-Rohextrakts

- Die Zentrifugenréhrchen wurden bei 4 °C, 25.000 x g bei ausgestellter Bremse
30 min. zentrifugiert.

- Der Uberstand wurde vorsichtig vom entstandenen Pellet dekantiert.

- Dann wurden 40 ml 70% eiskalter Ethanol zugegeben.

- Die Zentrifugenrohrchen wurden darauf wieder bei 4 °C, 25.000 x g bei ausgestellter
Bremse 30 min. zentrifugiert.

- Der Uberstand wurde vorsichtig dekantiert und die Zentrifugenréhrchen iiber Kopf fiir
10 min. zum Trocknen aufgestellt.

- Danach wurde das Pellet mit einer sterilen Pipettenspitze vorsichtig aus dem
Zentrifugenrohrchen herausgelost und in ein steriles 2 ml-Plastikgefal3 iiberfiihrt.

- In dieses wurde sodann, auf das Pellet, 1000 ul T1 -Puffer (MACHERY-NAGEL
Nucleo-Spin® Tissue T1) gegeben.

- Die Proben (Rohextrakte) wurden gut geschiittelt (Vortexer) und dann bei -80 °C

eingefroren.
Reinigung des DNA-Rohextrakts

- Die Reinigung der DNA erfolgte auf Siliziumsdulen des MACHERY-NAGEL Nucleo-
Spin® Tissue Kit.

- Die Durchfiihrung erfolgte nach den Angaben des Herstellers.

- Die gereinigten DNA-Extrakte wurden bei — 80 °C gelagert.

2.10.3 Extraktion der Gesamt-Nukleinsduren aus Kot

Die Kotproben wurden nicht wie die Digestaproben mit der Phenol-Chloroform-Extraktion
behandelt, sondern es erfolgte nur die Aufreinigung mit dem MACHERY-NAGEL Nucleo-

Spin® Tissue Kit. Daflir wurde der Kot homogenisiert und 100 mg fiir die Aufreinigung
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entnommen. Da der Hersteller fiir die DNA-Aufreinigung, von nur 25 mg Ursprungsgewebe
ausgeht, mussten die Arbeitsschritte Prelyse, Lyse und Abgleichen der DNA-
Bindungsgegebenheiten mit der vierfachen Menge an Reagenzldsungen stattfinden.

Nachdem die DNA auf der Séule gebunden wurde, konnte die weitere Aufreinigung wie vom
Hersteller angeben, fortgesetzt werden.

Die gereinigten DNA-Extrakte wurden bei — 80 °C gelagert.

2.10.4 Messung des Gesamt-DNA-Gehaltes

Eine Auflistung der verwendeten Chemikalien und Materialien befindet sich im Anhang
(Tabelle A9).

Nach Verdiinnung des 10 x TNE-Puffers (siche Anhang A10) auf 1 x TNE-Puffer, wurden
damit die weiteren Losungen hergestellt (siche Anhang A10).

Zur Erstellung einer Kalibrierreihe wurden die folgenden DNA-Konzentrationen mittels der
Standard-DNA-L6sung hergestellt: 1500 ng/ml, 1000 ng/ml, 500 ng/ml, 250 ng/ml, 125 ng/ml
und 0 ng/ml (als Referenz = 1x TNE).

Fir die Messung am NanoDrop®-Gerdt wurde zuvor die jeweilige Probe in einer
Mikrotiterplatte 1:1 mit Hoechst-Arbeitslosung verdiinnt und gut durchmischt.

2 ul dieses Gemisches wurden dann vorsichtig auf die vorher gereinigte Plattform gegeben,
der Arm geschlossen und die Messung vorgenommen. Nach der Messung der Kalibrierreihe,
wurden die DNA-Extrakte ebenfalls 1:1 mit der Arbeitslosung verdiinnt, gut durchmischt und
mit dem NanoDrop®-Gerit der DNA-Gehalt (ng/ml) gemessen.

2.10.5 Untersuchung auf das Vorkommen pathogener E.coli mittels MPCR

Eine Auflistung der verwendeten Chemikalien und Materialien befindet sich im Anhang
(Tabelle A10).

Als Probenmaterial wurde die DNA aus dem proximalen und distalen Jejunum, sowie aus
dem Colon verwendet, die zuvor aus Bakterienkolonien isoliert wurde. Als
Laufweitenstandard wurden vier E.coli- Stimme aus der Stammsammlung des Institutes fiir

Tiererndhrung mit folgenden Pathogenitétsfaktoren verwendet:
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E.coli 0138:K81, positiv fiir stx2e, est-1b, est 11, fedA

(Stammsammlung Institut fiir Tiererndhrung E.coli Nr. PS7)
E.coli 0147:K89:K88, positiv fiir fae, est-11, elt-la

(Stammsammlung Institut fiir Tiererndhrung E.coli Nr. PS79)
E.coli CS2011, positiv fiir fas, est-1b, est-11

(Stammsammlung Institut fiir Tiererndhrung E.coli Nr. PS90)
E.coli 09:K35:K99, positiv fiir fan, est-1b, est-11, fedA, fimf41A4

(Stammsammlung fiir Tiererndhrung E.coli Nr. PS37)

Tabelle 6: Primersequenzen fiir pathogene E.coli (Bosworth und Casey 1997)

Pathogenititsgen Primersequenz (5°—3°) g:{?];lel:l;)tl;
. est-II (STb)- Gen, TGCCTATGCATCTACACAAT 113
hitzestabiles Enterotoxin II CTCCAGCAGTACCATCTCTA
est-Ib (StaP)-Gen, CAACTGAATCACTTGACTCTT 158
hitzestabiles Enterotoxin I TAATAACATCCAGCACAGG
fan (F5/K99)- Gen, AATACTTGTTCAGGGAGAAA 230
Fimbrium A und B AACTTTGTGGTTAACTTCCT
elt-I4 (LT)-Gen, hitzelabiles GGCGTTACTATCCTCTCTAT 72
Enterotoxin A TGGTCTCGGTCAGATATGT
Fe'dA (F18)—Gen, TGGTAACGTATCAGCAACTA 313
Fimbrium F107 ACTTACAGTGCTATTCGACG
. fas. (F6/987P)-Gen, . GTAACTCCACCGTTTGTATC 409
Fimbrium (Fas-G Protein) AAGTTACTGCCAGTCTATGC
fae (F fl/K88)— Gen, GTTGGTACAGGTCTTAATGG 499
Fimbrium GAATCTGTCCGAGAATATCA
fimfdla (F41)- Gen, AGTATCTGGTTCAGTGATGG 612
Adhesin CCACTATAAGAGGTTGAAGC
stx2e (SLT)- Gen, AATAGTATACGGACAGCGAT 3
SLT Ile Toxin TCTGACATTCTGGTTGACTC

Die Synthese der Primer erfolgte durch die Firma MWG Biotech AG, Ebersberg,
Deutschland. Die Primer wurden als dquimolarer Mix (je Primer 2 pmol/ul) in den Mastermix
eingebracht.

Als so genannte Negativkontrolle wurde der E.coli-Stamm DSM 2840 (DSMZ,
Braunschweig, Deutschland) verwendet, da dieser negativ fiir die oben genannten
Pathogenitétsfaktoren ist.

Um ausreichend DNA-Material aus den genannten E.coli-Stimmen zu gewinnen, wurden

diese zuerst auf Endoagarplatten angeziichtet (24 h bei 37 °C). Das Koloniematerial wurde
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mittels einer Impfose von der jeweiligen Platte genommen und in ein 1,5 ml- Plastikgefal3,
welches mit 1 ml 0,9 %iger Natriumchloridldsung befiillt war, tiberfiihrt. Zur Gewinnung der
DNA wurden die Isolate mittels Vortexer homogenisiert und dann 2 min. bei 100 °C in einem
Heizblock aufgekocht. Im Anschluss wurden die Proben zentrifugiert (5 min., 13.000 x g), der

Uberstand abgenommen und in ein neues steriles 2 ml- PlastikgefiB iiberfiihrt.

2.10.5.1 Untersuchung des Darminhalts auf das Vorkommen neun schweinetypischer

Pathogenititsgene von E.coli

Nach einer bereits etablierten Methode (Gobel 2003) wurde mittels der Multiplex-
Polymerase-Kettenreaktion (MPCR) der Darminhalt der Versuchstiere auf das Vorhandensein
von neun schweinetypischen Pathogenitétsfaktoren von E.coli untersucht.

Verwendet wurde das Qiagen Multiplex PCR Kit, in dem enthalten war: HotStar Taq® DNA-
Polymerase, Multiplex PCR-Buffer (6 mM MgCl,) und dNTP-Mix (fiir 50 Reaktionsansétze).

Mastermix (fiir je 30 pl Ansatz)

15 pl 2x Qiagen Multiplex PCR Master Mix

3 pl Primer Mix (forward) (2 pmol/ul je Primer)
3 pul Primer Mix (reverse) (2 pmol/ul je Primer)
9 ul RNAse freies Wasser

1 ul Ziel-DNA

Ein PCR-Ansatz wurde als Kontaminationskontrolle, statt mit Ziel-DNA mit 1 ul RNAse

freiem Wasser versetzt.

Tabelle 7: PCR-Programm fiir E.coli-MPCR

(touchdown PCR)
Wiederholungen  Zeit Tenilll:ilgtur
1x 900 sec. 95
10 x 30 sec. 94
60
90 sec. (- 0.5 je Zyklus)
90 sec. 72
30x 30 sec. 94
90 sec 72
1 x 600 sec. 72
1x hold 4
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2.10.5.2 Agarose-Gelelektrophorese zur Sichtbarmachung der MPCR-Ergebnisse

Verwendet wurden 2,5%ige Agarosegele, die aus niedrig schmelzender Agarose (50-1500 bp
Auflosung) und 1 x TAE (sieche Anhang A11) durch Losen und Erhitzen hergestellt wurden.
Vor dem GieBen des Gels wurde der Losung Sybr®green I nucleic acid gel strain, in einer
Konzentration von 10 pl/100 ml zugesetzt.

Das Ergebnis wurde mittels einer CCD-Kamera mit gekoppeltem UV-Filter und eines UV-
Durchlichttisches (312 nm) dokumentiert.

Anhand der DNA-Marker und der DNA-Proben aus den vier E.coli- Stimmen mit bekannten
Pathogenititsfaktoren, konnte jede Probe qualitativ auf das Vorhandensein von

Pathogenitétsgenen untersucht werden.

2.10.6  Untersuchung der mikrobiellen Diversitdit mittels der Denaturierenden

Gradientengelelektrophorese (DGGE)

Eine Liste der verwendeten Materialien und Chemikalien befindet sich im Anhang (Tabelle
All).

Die der DGGE zugrunde liegende Technik der Auftrennung wurde erstmals von Fischer und
Lerman (1983) beschrieben.

Die molekularbiologische Methode der Denaturierenden Gradientengelelektrophorese ist seit
einiger Zeit eine beliebte Methode, um Unterschiede in intestinalen Bakteriengemeinschaften
festzustellen (Muyzer 1993). Die doppelstringigen 16S rDNA-Fragmente werden dabei
einem zunehmenden denaturierenden Milieu ausgesetzt und denaturieren bzw. schmelzen in
diskreten Banden, den so genannten ,,Schmelzdomdnen® (melting domains), auf. Die
Schmelztemperatur Ty, dieser Doménen ist sequenzabhéngig und spezifisch fiir eine Sequenz.
Wird die Ty, der niedrigsten Schmelzdoméne erreicht, schmilzt die DNA partiell auf und
bildet dann ein verzweigtes Molekiil. Diese Struktur verringert nun die Mobilitdt der DNA im
Gel. Da die Ty, einer bestimmten Schmelzdoméne sequenzspezifisch ist, dndert eine Mutation
verglichen mit dem Wildtyp das Schmelzprofil der DNA.

Diese spezielle Form der Denaturierung wird durch einen steigenden Gradienten im Gel,
bestehend aus Harnstoff und Formamid, in Zusammenhang mit einer Lauftemperatur von
60 °C ermoglicht. Eine optimale Auflosung erzielt man, wenn die Molekiile nicht vollstindig
denaturieren und die zu untersuchende Region in der niedrigsten Schmelzdomaine liegt. Dies
erreicht man durch den Anhang einer 30-40 bp langen Sequenz sich wiederholender GC-

Nukleotide (GC-clamp) an einem der Primer (Niibel 1996).
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Polymerase-Kettenreaktion (PCR) fiir DGGE

Um die bakteriellen 16S rRNA-Genfragmente zu vervielfdltigen, wurden die folgenden

Primer (Niibel 1996), in einer Konzentration von 4 pmol/ul verwendet.

Primer Sequenz 5" —3"

F-968-GC CGCCCGGGGCGCGCCCCGGGCGGGGCG
GGGGCACGGGGGGAACGCGAAGAACCTTAC

R-1401 GCGTGTGTACAAGACCC

Fiir die Herstellung eines PCR-Mastermixansatzes wurde das HotStar Taq MasterMix Kit

verwendet.

Master Mix (fiir je 30 pl Ansatz)
15 pl HotStar Taq Master Mix

2 pl Primer F-968-GC (4 pmol/ul)
2 pl Primer R-1401 (4 pmol/ul)
11 pul RNAse freies Wasser

1 ul DNA-Extrakt

Ein PCR-Ansatz wurde als Kontaminationskontrolle, statt mit DNA-Extrakt mit 1 pl RNAse
freiem Wasser versetzt. Als Standard diente eine DNA-Sammelprobe (je 1 ul) aus dem
jeweiligen Darmabschnitt bzw. der Gesamt-Kotproben eines Tages.

Tabelle 8: PCR-Programm fiir die DGGE
Wiederholungen Zeit Temperatur in °C

Ix 15 min. 95

60 sec. 94

21x 90 sec. 65
90 sec. 72

60 sec. 94

14x 90 sec. 58
90 sec. 72

1x 10 min. 72

Ix hold 4
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DGGE- Lauf

Es wurde eine Elektrophoreseapparatur der Firma Ingeny International BV verwendet. Der

Elektrophoresetank wurde mit 1xTAE-Puffer befiillt und bei 60 °C vorgeheizt.
Fertigstellung des Gels:

Die PAG-Gradientengele fiihrten einen Gradienten von 30 -55% Harnstoff (sieche Anhang
A12). Fiir das Herstellungsschema der Gelgradienten siche Anhang Tabelle A12.

Das Gel wurde mittels einer Pumpe und eines Gradientenmischers im Giefistand gegossen
und ein Kamm mit 48 Taschen eingesetzt. Nach der vollstdndigen Polymerisation des Gels
wurde der gesamte Giel3stand in den Elektrophoresetank gestellt. 10 ul jedes PCR-Produktes
wurden in einer Mikrotiterplatte mit je 3 pl eines Auftragpuffers gemischt und anschlieend
vorsichtig in die Gelttaschen pipettiert. Nach dem Beladen des Gels wurde die
Elektrophorese-Kammer des INGENYphorU-2-System auf ,,High Voltage* eingestellt und
10 min. bei 200 V laufen gelassen. Danach lief die Elektrophorese bei konstanter Spannung

von 100 V und einer Temperatur von 60 °C im abgedunkelten Raum fiir 17 Stunden.
Farbung des Polyacrylamidgels

Die Stromquelle wurde ausgestellt und das Gel vorsichtig entnommen. In mehreren
Arbeitsschritten wurden die Spuren auf dem Gel mittels einer Silberfarbeldsung sichtbar
gemacht. Das Gel wurde fixiert und durch eine mit Glycerin versetzte Aufbewahrungslosung
haltbar gemacht. Alle Arbeitsschritte des Farbens wurden unter stindigem leichtem Schiitteln
mittels eines Schiittlers durchgefiihrt. Das fertig getdarbte Gel wurde dann vorsichtig und unter

Ausschluss von Luftblasen mit Cellophan eingepackt.
Densitometrische Auswertung des Gels

Die Auswertung der Gele erfolgte mit dem Programm Phoretix 1D v2003.02. Das Programm
beruht auf der densitometrischen quantitativen Analyse des Gel-Bilds bzw. 16S rDNA-
Fingerabdriicke der untersuchten Proben. Als erstes wurden alle Gele mit der Auflésung 400

dpi (Grau-Stufen) gescannt und im TIFF-Format als Datei auf einem Computer gespeichert.
Statistische Auswertung des Gels

Die Auswertung des Gelbildes beruht auf einer densitometrischen Analyse. Bei der
Densitometrie handelt es sich um die quantitative Messung der Farbdichte, das heillt der

Farbmenge pro Flacheneinheit.
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Das Programm Phoretix 1D, untersucht jede einzelne Bande einer jeden Spur auf
Farbintensitit, Breite und Laufweite im Gel.

- Rf-Wert = Die Laufweite einer Bande im Gel wird durch den Retardation Faktor
(Rf- Wert) definiert. Dieser ergibt sich durch die Division der Laufweite
der Bande durch die Laufweite der gesamten Spur.

- Volumen = Farbintensitit (in Pixel) aus denen jede Bande einer Spur besteht.

Jede Spur wurde untersucht auf:
- Richness = Anzahl der detektierten Banden in einer Spur

- Band Percentage = Prozentanteil des Volumens der einzelnen Bande an dem

Gesamtvolumen aller detektierten Banden einer Spur.

Alle Analyseschritte konnen bei Phoretix 1D vom Benutzer liberpriift und eventuell manuell
korrigiert werden. Die auf diese Weise durchgefiihrte Datenanalyse wurde abschlieBend in

einer tabellarischen Ubersicht zusammengefasst, um weiter in Excel bearbeitet zu werden.
Berechnung okologischer Indizes zur Untersuchung der Ahnlichkeit zwischen den Proben

Fiir die Bewertung der Biodiversitit (Artenvielfalt) eines Okosystems werden seit Jahrzehnten
verschiedenste mathematische Verfahren angewendet. Bisher gibt es keine universelle
Methodologie, die alle Aspekte der Biodiversitdt beriicksichtigt (Lévéque 2004).

Der Einfachheit halber werden Biodiversititsmalle verwendet, die die Artenvielfalt eines
Okosystems durch eine einzige Zahl (,,Index*) charakterisieren.

Zur Untersuchung des Einflusses der organischen Sduren im Futtermittel auf die
Bakteriengemeinschaft im Verdauungstrakt der Versuchstiere, wurden die durch die DGGE

ermittelten 16S rDNA Fingerabdriicke durch folgende Parameter beschrieben:
- Diversitits- Indizes: Zusammensetzung der Bakteriengemeinschaft der Versuchstiere
- Ahnlichkeits-Indizes: Gleichheit der Bakteriengemeinschaft der Versuchstiere
Diversititsindizes:

a) Richness: Beschreibt die Anzahl der unterschiedlichen Arten. In der hier
vorliegenden Untersuchung ist Richness die Anzahl der detektierten Banden einer

Spur.

b) Simpson-Index (D): Er driickt die Wahrscheinlichkeit aus, dass zwei aus allen

Individuen einer Aufnahme zufdllig ausgewéhlte Individuen der gleichen Art
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angehoren. Dazu werden die Wahrscheinlichkeiten, eine bestimmte Art i
auszuwdhlen und diese Art nochmals auszuwihlen, wobei das erste Individuum
nicht mehr zur Wahl steht, multipliziert und anschlieBend dieses Produkt fiir alle

Arten summiert.

Der Simpson-Index D wird also wie folgt berechnet:

D= 2 n(n-1)/N(N-1)

n; = Individuenzahl der Art i (Phoretix-Daten: Volumen einer einzelnen Bande in einer Spur)
N = Gesamtindividuenzahl (Phoretix-Daten: Gesamtvolumen aller Banden einer Spur)

Fiir alle Untersuchungen dieser Art ergibt sich daher das Fazit, dass je hoher der prozentuale
Anteil einer bestimmten Bakterienart an der Gesamtbakterienpopulation, desto hoher wird der
Simpson-Index und dementsprechend niedriger ist dann die Diversitét.

c) Shannon-Index (H'): Er beschreibt die Vielfalt betrachteter Daten und

beriicksichtigt dabei sowohl die Anzahl unterschiedlicher Datenkategorien (z.B.
die Artenzahl), als auch die Abundanz (Anzahl der Individuen je Art) (Kwak
2004).

Der Shannon-Index (H') wird wie folgt berechnet:

H’:—Zp,.'lnp,-
i=1

pi=n/N

s = Gesamtzahl der Arten (Phoretix-Daten: Anzahl der detektierten Banden pro Spur)

pi = Wahrscheinlichkeit des Auftretens der Art i oder relative Haufigkeit der i-ten Art in der
Gesamtindividuenzahl, gemessen von 0,0 bis 1,0 (Phoretix-Daten: Band Percentage)

N= Gesamtindividuenzahl

n;= Individuen der Art i

Eine maximale Diversitdt nach dem Shanon-Index wéire gegeben, wenn in einer s Arten
enthaltenden Gemeinschaft alle Arten im gleichen quantitativen Verhéltnis vorhanden sind

(Untersteiner 2005).

d) Evenness (E): Da bei einem Vergleich verschiedener Okosysteme der

Diversititsindex allein nicht erkennen lédsst, ob sein Wert aufgrund einer hohen
Artenzahl mit jeweils unterschiedlicher Individuenzahl oder durch gleichméBige

Verteilung der Individuen auf wenig Arten entstanden ist, benutzt man als
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Vergleichsmal} die berechnete Evenness. Man setzt den Diversitidtswert in Relation
zu dem maximal moglichen Diversititswert, der sich bei gleicher Artenzahl, aber
unter groBtmoglicher Gleichverteilung der Individuen auf die bestehenden Arten
ergeben wiirde.

E = berechneter Diversitiatswert/maximaler Diversitdtswert

E wird wie folgt berechnet:

Es=H'/H 4. = H/InS

H’ = Shanon-Index
S = Gesamtzahl der Arten (Phoretix-Daten: Anzahl der detektierten
Banden pro Lane (16S rDNA-Spezies)

Fazit: Je ungleicher die einzelnen Bakterienspezies in der Population verteilt sind, desto
niedriger wird der E-Wert (von 0,0 bis 1,0) und desto inhomogener die Struktur des

betrachteten Systems.
Ahnlichkeits-Index:

a) Sorensen-Quotient (QS): Er dient dem einfachen Vergleich von Artengemeinschaften

und berticksichtigt die Anzahl der gemeinsam in zwei Habitaten vorkommenden Arten

und die jeweilige Anzahl der Arten in den zu vergleichenden Habitaten.
Er wird wie folgt berechnet:
QS (%)=2Gx 100/ Sp+ S5

G = Zahl der in beiden Habitaten gemeinsam vorkommenden Arten (Phoretix-Daten: Zahl der in beiden
Habitaten vorkommenden Banden, die die gleichen Rf-Werte haben)
Sa, Sg = Zahl der Arten in Habitat A bzw. B (Phoretix-Daten: Anzahl der Banden pro Spur)

Fazit: Der Sorensen-Quotient liegt zwischen 0% und 100%. Je hoher der Quotient, desto

groBer ist die Ahnlichkeit in der Artenzusammensetzung.

2.10.7 Quantitative Realtime PCR

Eine Liste der verwendeten Chemikalien und Materialien befindet sich im Anhang (Tabelle

Al13).

Bei der Realtime-PCR wird, im Gegensatz zur konventionellen PCR, die Anzahl der

entstandenen PCR-Produkte nach jedem Zyklus gemessen. Die Messung erfolgt mittels
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fluoreszierenden Farbstoffs, der sich an doppelstrangige DNA anlagert, bzw. durch Sonden
die im hybridisierten Zustand fluoreszieren.

Die einfachste Moglichkeit fiir die Fluoreszenzmessung sind interkalierende Farbstoffe wie
SYBR-Green. Diese lagern sich in doppelstrangige DNA ein (interkalieren). Das bedeutet,
dass bei Zunahme der Ziel-DNA es ebenfalls zur Zunahme der Fluoreszenz von Zyklus zu
Zyklus kommt. Der Nachteil liegt bei SYBR-Green® in einer geringen Spezifitit. Es ist also
keine Unterscheidung zwischen verschiedenen PCR-Produkten moglich.

Im Gegensatz dazu werden mit fluoreszenzmarkierten DNA-Sonden Signale erzeugt, die auf
der sequenzspezifischen Bindung an die Ziel-DNA beruhen.

In beiden Detektionsverfahren wird eine Mindestmenge DNA bendtigt, bevor ein Signal vor
dem Hintergrundsignal detektiert werden kann. Das benétigte Signal wird mit etwa 10'°-10"!
Kopien erreicht. Sobald diese Anzahl DNA-Molekiile iiberschritten wird, kann entsprechend
der PCR-Kinetik ein exponentieller Anstieg des Signals beobachtet werden (exponentielle

Phase).

Am Ende des gesamten Laufs, der aus mehreren Zyklen besteht, wird anhand von erhaltenen
Fluoreszenzsignalen die Quantifizierung in der linearen Phase der PCR vorgenommen, da hier
die Reaktionskonditionen optimal sind und die Fluoreszenz proportional zum Amplikon

ansteigt.
Durchfiihrung der Real-Time PCR

Um eine quantitative Aussage liber verschiedene Bakteriengruppen machen zu konnen,
wurden die DNA-Extrakte aus Magen, Jejunum und Colon der Versuchstiere auf Eubakterien
(Gesamtbakterienzahl: erfasst alle Bakterien, auller Archaebakterien), Escherichia spp. und
Lactobacillus spp. untersucht.

Zusitzlich wurden diese Darmabschnitte auf die Pathogenitéitsgene est-II und elt-I4 von
E.coli untersucht.

Fiir die Untersuchung der Lactobacillus spp. sowie die Untersuchung auf est-II und elt-I14
wurde der Stratagene Brillant SYBRGreen 2x Mastermix verwendet.

Um die Fluoreszenzmessung im Reaktionsansatz vom Volumen unabhéngig zu machen und
storende Fluktuationen der Fluoreszenz wahrend der Reaktion auszugleichen, wurde zu jedem
PCR-Ansatz auch ein passiver Referenzfarbstoff ROX (6-carboxy-X-Rhodamine) in der
Konzentration von 30 nM (1:500 der Originalldsung) zugegeben.

Die Zusammenstellung des Mastermix erfolgte nach folgenden Rechnungen:
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Mastermicx fiir Lactobacillus ssp. est-I1 und elt-IA (25 pl Ansatz):
2 x Mastermix (Gesamtvolumen/2)

Primer 1 (10 uM) (Gesamtvolumen /50 = 0,2 uM)

Primer 2 (10 pM) (Gesamtvolumen /50 = 0,2 uM)

ROX (1:500) (Gesamtvolumen x 0,015 = 30 nM)
Reinstwasser (Gesamtvolumen- [Summe aller Komponenten])

1 pl des jeweiligen DNA-Extrakts

Um Eubakterien und Escherichia spp. quantitativ zu bestimmen, wurde der HotStarTaq
Master Mix von QIAGEN mit den entsprechenden Sonden verwendet. Fiir die Detektion
bakterieller Gruppen einschlieBlich der gesamtbakteriellen Zellzahl war das Zielgen das

bakterielle 16S rDNA-Gen.

Mastermix fiir Eubakterien und Escherichia ssp. (25 pl Ansatz):
12,5 pl2x MasterMix (Qiagen, HotStarTaq)

I ul  Sonde 2 uM

1 ul  Primer 1 (f) (10 uM) Endkonzentration 400 nM

1wl Primer (r) (10 uM) Endkonzentration 400 nM

0,75 plROX (1:500)

8,75 ul Reinstwasser

I ul  jeweiliges DNA-Extrakt

Tabelle 9: Gruppen und speziesspezifische Oligonukleotide fiir Detektion der
ausgewihlten Bakterienarten- und gruppen

Detektierte Bakterien Primer/Sonde  Primer-, Sondensequenz (5°—3") Prf)dukt-
grofie, bp
785 (f) GGATTAGATACCCTGGTAGTC
Eubakterien 1512 (r) TACCTTGTTACGACT T 727
T-1400 (r) TGACGGGCGGTGTGTACAAGGC
Entero (f) GTTAATACCTTTGCTCATTGA
Escherichia spp. Entero (r) ACCAGGGTATCTAATCCTGTT 340
Entero FAM CGTGCCAGCAGCCGCGGTA
Lacl (f) AGCAGTAGGGAATCTTCCA
Lactobaillus spp. 340
Lac2 (r) ATT(CT)CACCGCTA ACATG
Il est-111 TGCCTATGCATCTACACAAT 113
et est-112 CTCCAGCAGTACCATATATA
114 elt-1A1 GGCGTTACTATCCTCTCTAT 158
e elt-1A2 TGGTCTCGGTCAGATATG
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Die Synthese der Primer erfolgte durch die Firma MWG Biotech AG, Ebersberg,
Deutschland.

Zur Amplifikation wurden Reaktionsansétze zu je 25 pl in Real-Time PCR-Gefdl3e gegeben.
AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 1,0 ul des untersuchten DNA-Extrakts. Als
Quantifizierungsstandard wurden DNA-Extrakte aus mit Referenzstimmen (siche Anhang
Tabelle A14) beimpften, sterilen Sauenkotproben verwendet, um die Spezifitit und
Sensitivitdt der ausgewdhlten Primer zu beurteilen. Zusdtzlich wurde bei jedem Real-Time
PCR-Lauf eine ,Nullprobe“, die statt DNA nur Reinstwasser enthielt, zur Kontrolle
mitanalysiert. Als Standard-Amplifikationprotokoll wurde das in Tabelle 10 dokumentierte

Temperaturprogramm verwendet:

Tabelle 10: Standard-Temperaturprogramm der Real-Time PCR

Phase Temperatur Dauer Anzahl der Zyklen

Initialisation 95°C 15 min. x1
Denaturierung 95°C 15 sec.

Anlagerung 55-60°C  30-60 sec. x40

Elongation 72 °C 30-60 sec.

Erstellung einer Kalibrierreihe zur Quantifizierung von Real-Time PCR Assays (est-1I und
elt-14)

Eine Auflistung der verwendeten Chemikalien und Materialien befindet sich im Anhang
(Tabelle A15).

Um die Real-Time PCR auf ihre Spezifikation zu testen, musste vorab fiir die E.coli
Pathogenitétsfaktoren est-I1 und elt-IA4 eine Kalibrierreihe erstellt werden.

Um eine Vergleichbarkeit zu den vorliegenden Proben zu schaffen, wurde als Grundlage
autoklavierter (121 °C, 20 min.) Sauenkot verwendet. Dieser wurde mit einer bekannten
Menge an Zellen, der zuvor angeziichteten Bakterienstimme E.coli Nr. PS37 und Nr. PS79
(Stammsammlung Institut fiir Tiererndihrung) beimpft, da bei diesen Bakterienstimmen
bekannt ist, dass sie die gefragten Pathogenititsgene aufweisen.

Fir die Anzucht wurde BHI-Medium in einem 10 ml-Plastikr6hrchen verwendet, in das
jeweils eine Kryokugel mit dem daran haftenden Bakterienstamm gegeben wurde. Die

Plastikrohrchen wurden tiber Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.
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Nach der Inkubationszeit wurden die Rohrchen zentrifugiert (10 min., 3000 x g) und der
Uberstand dekantiert. Das entstandene Pellet wurde in 1 ml PBS (siche Anhang Al4)
aufgenommen. Mittels der Thoma-Zéhlkammer wurde die Anzahl der Bakterien pro ml
Suspension ermittelt. Als Ausgangskonzentration wurden die Bakteriensuspensionen auf eine
Konzentration von 5 x 10® Zellen/ml eingestellt. Die beiden Stammlésungen wurden zu einer
vereinigt, aus der dann eine dekadische Verdiinnungsreihe erstellt wurde (5 x 10%/ 5 x 10"/ 5 x
10%5x 10°/ 5x 10*/ 5 x 10°/ 5 x 10% 5 x 10"/ 5 x 10° Zellen/ml).

Autoklavierter Sauenkot (5 g) wurde mit jeder Verdiinnungsstufe (500 ul) beimpft und
anschlieBend homogenisiert. Mit diesen Proben wurde dann eine DNA-Extraktion
durchgefiihrt. Die Extrakte wurden dann bei — 80 °C gelagert und als Kalibrierreihe fiir die

E.coli Pathogenititsgene est-I] und elt-14 verwendet.
Auswertung der Real-Time PCR

Die Auswertung der Real-Time PCR erfolgte iiber die ermittelten Fluoreszenzdaten. Anhand
der gemessenen Standards berechnet das MxPro-Programm eine Eichgrade. Zur Ermittlung
des Gehalts an amplifizierter DNA jeder Probe wurden alle erfassten Fluorezenzdaten aus der

linearen Amplifikationsphase durch die Eichgrade bestimmt.

2.11 Datenverarbeitung und statistische Untersuchungen

Die statistischen Auswertungen und die graphischen Darstellungen wurden mit der Software
SPSS 15.0 fiir Windows (SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA) erstellt.

Die Versuchsergebnisse fiir die einzelnen Parameter wurden auf ihre Normalverteilung
getestet. Hierflr wurde der nicht-parametrische Kolmogorow-Smirnow-Test mit
Signifikanzkorrektur nach Lilliefors verwendet (Werte gelten als normalverteilt, wenn
p <0,05). Im Falle der Bestétigung der Normalverteilung wurden die Werte als Mittelwert mit
Standardabweichung dargestellt. Um die Daten auf Signifikanzen hin zu untersuchen, wurde
bei normalverteilten Werten eine One-Way-ANOVA (analysis of variance) mit Post Hoc-Test
Bonferroni durchgefiihrt. Als signifikant unterschiedlich galten Werte p < 0,05, wihrend
Werte p <0,1 als tendenziell unterschiedlich angesehen wurden.

Werte die nicht normalverteilt waren, wurden als Median mit Minimum- und
Maximumangabe dargestellt. Um diese Daten auf Signifikanzen zu untersuchen, wurde der
nicht-parametrische Kruskal-Wallis-Test verwendet. Dieser Test vergleicht alle vier Gruppen

untereinander. Ergab der Kruskal-Wallis-Test einen p-Wert < 0,05, so wurden alle vier
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Gruppen nacheinander mit dem nicht-parametrischen Mann-Whitney-U-Test untersucht. Als
Ergebnis wurden p-Werte < 0,05 als signifikant unterschiedlich bewertet, p-Werte < 0,1
dagegen als tendenziell unterschiedlich.

Die graphische Darstellung der 6kologischen Indizes (DGGE-Ergebnisse aus dem Kot),
erfolgte als Mittelwerte die durch Linien miteinander verbunden wurden, um den Zeitverlauf

vom 5. bis zum 14. Tag nach dem Absetzen darzustellen.
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3. Ergebnisse

3.1. Zootechnische Leistungsdaten

Um Effekte der verschiedenen Futterdidten auf die zootechnische Leistung von Absetzferkeln
zu untersuchen, wurde neben dem mikrobiologischen Versuch ein rdumlich getrennter
Leistungsversuch mit 56 Tieren durchgefiihrt. In der folgenden Tabelle 11 sind die Ergebnisse
als Mittelwert mit Standardabweichung fiir die einzelnen Versuchswochen aus diesem
Leistungsversuch aufgefiihrt.

In Tabelle 12 sind die Leistungsdaten periodisch fiir die einzelnen Wochen zusammengefasst,
um den relativen Futteraufwand zu bestimmen.

Tabelle 11: Effekte von Ameisensiure und Benzoesiure einzeln oder in Kombination

auf die zootechnischen Leistungen bei abgesetzten Saugferkeln im Altersabschnitt 23.
bis 64. Lebenstag aus dem Leistungsversuch (Angaben je Tier)

Versuchsgruppe Kontrolle Ameisensdure  Benzoesdure =~ Kombination
Ameisensiure [g/kg] 0 5 0 0
Benzoesédure [g/kg] 0 0 5 0
Kombinationspraparat [g/kg] 0 0 0 6,9
Ferkelzahl n 14 14 14 14
Anzahl d. Wdh. n 7 7 7 7
1. Versuchswoche (23. - 29. Lebenstag)
Lebendmasse [kg]
Beginn 7,37+0,52 729 +1,14 7.25+1,16 7,15+1,30
Ende 8,60 £ 0,65 8,76 £ 1,24 8,49 £ 1,07 8,56 +£1,33
Lebendmassezunahme [kg] 1,23 +0,32 1,47 £ 0,25 1,24 + 0,44 1,41 £0,79
Futterverzehr [kg] 1,52+£044™  182+0,35" 1,65+£025" 1,26+0,34"
Futteraufwand* 1,243 +0,198 1,246+0,172 1,543 +0,873 1,048 0,360
2. Versuchswoche (30. - 36. Lebenstag)
Lebendmasse [kg]
Beginn 8,60 £ 0,65 8,76 £1,24 8,49 +1,07 8,56 £1,33
Ende 11,25+ 1,32 11,86 £ 1,42 11,33+ 1,13 11,37+ 1,36
Lebendmassezunahme [kg] 2,65+0,79 3,11+0,47 2,84 +0,32 2,81 +0,38
Futterverzehr [kg] 3,91 +£0,84 4,36 £ 0,55 4,14 +£ 0,36 3,88 £0,45
Futteraufwand* 1,554 +£0,405 1,412+0,133 1,464+0,125 1,387+0,127
3. Versuchswoche (37. - 43. Lebenstag)
Lebendmasse [kg]
Beginn 11,25+ 1,32 11,86 + 1,42 11,33 +1,13 11,37 £ 1,36
Ende 15,15+ 1,66 15,62 £ 1,42 15,34 £ 1,53 15,11 £ 1,57
Lebendmassezunahme [kg] 3,90 = 0,45 3,76 £ 0,26 4,01 +0,41 3,74 +£ 0,36
Futterverzehr [kg] 5,58 +£0,73 5,38 £0,56 5,72 £ 0,66 5,50+ 0,79
Futteraufwand* 1,431 +0,081 1,432+0,107 1,426+0,044 1,467=+0,110
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4. Versuchswoche

(44. - 50. Lebenstag)

Lebendmasse [kg]
Beginn 15,15+ 1,66 15,62 + 1,42 15,34 +£1,53 15,11 £1,57
Ende 19,19 £ 2,12 20,18 £1,91 19,71 + 1,87 19,33 £ 2,01
Lebendmassezunahme [kg] 4,04 +£ 0,50 4,56 £0,61 4,37 +0,42 4,22+ 0,68
Futterverzehr [kg] 6,29 + 1,01 6,73 + 0,80 6,96 £ 0,51 6,40 £ 1,11
Futteraufwand* 1,552+0,081 1,482+0,076 1,598+0,110 1,516+ 0,061
5. Versuchswoche (51. - 57. Lebenstag)
Lebendmasse [kg]
Beginn 19,19 £2,12 20,18 £1,91 19,71 + 1,87 19,33 +£2,01
Ende 23,55+2,75 25,55 +2,53 2486+1,80 24,10+ 1,98
Lebendmassezunahme  [kg] 436+082"  537+0,68" 515+0,29" 4,78+0,50"
Futterverzehr [kg] 7,30 £ 1,33 8,28 £ 0,70 8,14 +£0,97 7,42 +1,31
Futteraufwand* 1,697 +0,249 1,550+0,089 1,586=+0,204 1,570+ 0,347
6. Versuchswoche (58. - 64. Lebenstag)
Lebendmasse [kg]
Beginn 23,55+2,75 25,55+2,53 24,86 +£1,80 24,10+ 1,98
Ende 28,90 + 3,41 31,08 +2,45 30,23 £2,67  29,57+3,24
Lebendmassezunahme [kg] 5,35+1,01 5,53 +£0,53 5,37+ 1,05 5,46 £ 1,56
Futterverzehr [kg] 8,35+1,37 9,30+ 0,44 8,77 £ 0,96 8,78 £2,12
Futteraufwand* 1,569 £0,092 1,692+0,162 1,662+0,178 1,625+0,200
*kg Futter je kg Zunahme

® Mittelwerte mit unterschiedlich hochgestellten Buchstaben innerhalb einer Zeile unterscheiden sich

signifikant (p<0,05)
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Tabelle 12: Effekte von Ameisensiure und Benzoesiure einzeln oder in Kombination
auf die periodisch zusammengefassten zootechnischen Leistungen bei abgesetzten
Saugferkeln im Altersabschnitt 23. bis 64. Lebenstag aus dem Leistungsversuch

(Angaben je Tier)
Versuchsgruppe Kontrolle Ameisensdure  Benzoesdure = Kombination
Ameisensiure [g/kg] 0 5 0 0
Benzoeséure [g/kg] 0 0 5 0
Kombinationspriaparat  [g/kg] 0 0 0 6,9
Ferkelzahl n 14 14 14 14
Anzahl d. Wdh. n 7 7 7 7
1. bis 2. Versuchswoche  (23. - 36. Lebenstag)
Tierzahl n 14 14 14 14
Lebendmasse [ke]
Beginn 7,37 £0,52 729 +£1,14 7,25+1,16 7,15+ 1,30
Ende 11,25+1,32 11,86 + 1,42 11,33 +1,13 11,37+ 1,36
Lebendmassezunahme [kg] 3,88 + 1,00 4,58 £0,46 4,09 £0,35 423 +1,05
relativ [%] 100 118 105,4 109
Futterverzehr [ke] 5,43+ 1,24 6,18 £ 0,66 5,80 £0,36 5,13£0,70
Futteraufwand* 1,428 +£0,215 1,352+0,082 1,424=+0,103 1,252+0,198
relativ [%] 100 94,7 99,7 87,7
3. bis 6. Versuchswoche (37. - 64. Lebenstag)
Tierzahl n 14 14 14 14
Lebendmasse [kg]
Beginn 11,25+ 1,32 11,86 + 1,42 11,33+ 1,13 11,37 +1,36
Ende 28,90 £+ 3,41 31,08 £2,45 30,23 +2,67  29,57+3,24
Lebendmassezunahme [kg] 17,65 +2,21 19,22 £ 1,41 18,90 + 1,61 18,19 +2,44
relativ [%] 100 108,9 107,1 103,1
Futterverzehr [ke] 27,52 £ 4,07 29,70 £2,32 29,60 + 2,45 28,10 + 5,00
Futteraufwand* 1,558 +£0,089 1,546+0,059 1,567+0,035 1,538 +0,105
relativ [%] 100 99,2 100,6 98,7
1. bis 6. Versuchswoche  (23. - 64. Lebenstag)
Tierzahl n 14 14 14 14
Lebendmasse [kg]
Beginn 7,37 +0,52 729+ 1,14 725+ 1,16 7,15+1,30
Ende 28,90 +£3,41 31,08 £2,45 30,23 £2,67 29,57+ 3,24
Lebendmassezunahme [kg] 21,53 £3,12 23,80+ 1,74 2298 £1,70 22,42 £3,10
relativ [%] 100 110,5 106,7 104,1
Futterverzehr [ke] 32,96 £5,18 35,88 £2,77 35,39 £ 2,67 33,23 £5,31
Futteraufwand* 1,530+ 0,071 1,508 +£0,055 1,540=+0,031 1,481+0,103
relativ [%] 100 98,6 100,7 96,8
*kg Futter je kg Zunahme
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Lebendmasseentwicklung

Die Aufzuchtferkel der Kontrollgruppe lieen wéhrend der 6wochigen Aufzuchtperiode mit
einer durchschnittlichen Gesamtzunahme von 21,53 kg bzw. 513 g je Tier und Tag, ein fiir
abgesetzte Ferkel hohes Leistungsniveau erkennen. Mit Zulage von Ameisensdure konnte die
gemittelte Zunahmeleistung auf den Gesamtversuch bezogen um 10,5% gegeniiber Ferkeln
ohne Saurezulage verbessert werden. Die Unterschiede lieBen sich jedoch nur in der
5. Versuchswoche statistisch sichern. Hier unterscheidet sich die Lebendmassenzunahme der
Kontrollgruppe signifikant von der der Ameisensduregruppe. Mit der Supplementierung von
Benzoesdure lag die Zunahme insgesamt um durchschnittlich 6,7% hoher als bei Ferkeln ohne
Séurezulage. Der Zulageeffekt erreichte damit jedoch nicht das fiir die Ameisenséurezulage
dokumentierte Leistungsniveau. Das Kombinationspriaparat wies mit einer Verbesserung der

Zunahme um 4,1% gegeniiber der Kontrolle das insgesamt niedrigste Wirkungspotential auf.

Futteraufnahme

Die wiéhrend der Versuchsperiode aufgenommene Futtermenge lag bei den Ferkeln der
Kontrollgruppe im Mittel bei 32,96 kg bzw. 785 g je Tier und Tag. Wahrend die Ferkel der
Ameisensduregruppe oder Benzoesduregruppe durchschnittlich eine um 8,9 bzw. 7,4% hohere
Futteraufnahme aufwiesen als die Ferkel der Kontrollgruppe, wurde von Ferkeln mit Zulage
des Kombinationspriparates mit durchschnittlich 33,23 kg gegeniiber der Kontrollgruppe nur

geringgradig mehr Futter aufgenommen.

Futteraufwand

Die durchschnittliche Futteraufnahme je kg Lebendmassezunahme lag bei den Ferkeln der
Kontrollgruppe auf den Gesamtversuch bezogen bei 1,53 kg je Tier. Mit Zulage von
Ameisensdure konnte der Futteraufwand geringgradig um 1,4% gegeniiber der
Kontrollgruppe vermindert werden. Demgegeniiber war nach Zulage von Benzoesdure ein
leichter Anstieg des Futteraufwandes um durchschnittlich 0,7% im Vergleich zur Kontrolle
festzustellen. Die Zulage des Kombinationspréparates lie3 dagegen eine deutliche Reduktion
des Futteraufwandes um durchschnittlich 3,2% gegeniiber der Kontrolle erkennen. Alle

aufgezeigten Unterschiede waren jedoch statistisch nicht signifikant.
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3.1.2 Leistungsdaten als Kombination aus beiden Versuchsabschnitten

Da im mikrobiologischen Versuch, in der Versuchszeit von 3 Wochen regelmifBig die
Leistungsparameter (Lebendmasse, Futterverzehr, Futteraufwand) erhoben wurden, kdnnen
hieraus und aus den Daten des Leistungsversuchs die Leistungsdaten kombiniert werden.

Tabelle 13: Effekte von Ameisensiure und Benzoesiure einzeln oder in Kombination
auf die zootechnischen Leistungen bei abgesetzten Saugferkeln im Altersabschnitt 23.

bis 43. Lebenstag kombiniert aus dem mikrobiologischen- und Leistungsversuch
(Angaben je Tier)

Versuchsgruppe Kontrolle Ameisensdure  Benzoesdure = Kombination
Ameisensdure [g/kg] 0 5 0 0
Benzoesiure [g/kg] 0 0 5 0
Kombinationspraparat  [g/kg] 0 0 0 6,9
Ferkelzahl n 21 21 21 20
Anzahl d. Wdh n 10 10 10 10
1. Versuchswoche (23. - 29. Lebenstag)
Lebendmasse kgl
Beginn 7,39 £0,81 7,35+ 1,20 7,48 £1,32 7,38 £ 1,46
Ende 8,65+0,75 8,58 £1,63 856+1,11 8,80 +1,52
Lebendmassezunahme [kg] 1,26 +£ 0,32 1,24 £ 0,77 1,09 +£0,51 1,42 +£0,75
Futterverzehr [kg] 1,64+0,41™  1,96+0,38  1,64+0,21™ 1,42+048"
Futteraufwand* 1,324+0,271 1,338+ 0,258 1,303+£0,236 1,191 +£0,509
2. Versuchswoche (30. - 36. Lebenstag)
Lebendmasse kgl
Beginn 8,65+0,75 8,58 £ 1,63 8,56+ 1,11 8,80 £ 1,52
Ende 11,42 £ 1,41 11,90 + 1,42 11,45+ 1,36 11,66 + 1,77
Lebendmassezunahme [kg] 2,77+£0,76 3,32+0,69 2,88 +£0,42 2,86 £0,48
Futterverzehr [ke] 4,14 + 0,87 4,43 + 0,49 4,33 +0,49 4,02+0,71
Futteraufwand* 1,555+0,336  1,367+0,212 1,516+0,169 1,410+0,112
3. Versuchswoche (37. - 43. Lebenstag)
Lebendmasse [kg]
Beginn 11,42 £ 1,41 11,90 + 1,42 11,45+ 1,36 11,66 + 1,77
Ende 15,02 £ 1,71 15,46 + 1,49 15,18 £ 1,84 15,38 +2,10
Lebendmassezunahme [ke] 3,60+ 0,67 3,56 £0,47 3,74 £ 0,71 3,72+ 0,44
Futterverzehr [kg] 5,20+ 0,88 5,06 £0,71 5,42 +0,75 5,23 £0,85
Futteraufwand* 1,454 +0,117 1,429+0,160 1,486+0,285 1,403 +0,138
*kg Futter je kg Zunahme

® Mittelwerte mit unterschiedlich hochgestellten Buchstaben innerhalb einer Zeile unterscheiden
sich signifikant (p<0,05)

In Tabelle 14 sind die Leistungsdaten aus beiden Versuchsabschnitten (mikrobiologischer
Versuch und Leistungsversuch) fiir die Dauer des mikrobiologischen Versuchs als periodische

Zusammenfassung mit Mittelwerten und Standardabweichungen dargestellt.
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Tabelle 14: Effekte von Ameisensiure und Benzoesiure einzeln oder in Kombination
auf die periodisch zusammengefassten zootechnischen Leistungen bei abgesetzten

Saugferkeln im Altersabschnitt 23. bis 43. Lebenstag kombiniert aus dem
mikrobiologischen- und Leistungsversuch (Angaben je Tier)
Versuchsgruppe Kontrolle =~ Ameisensdure  Benzoesdure = Kombination
Ameisensiure [g/kg] 0 5 0 0
Benzoesédure [g/kg] 0 0 5 0
Kombinationspraparat [g/kg] 0 0 0 6,9
Ferkelzahl n 21 21 21 20
Anzahl d. Wdh. n 10 10 10 10
1. bis 2. Versuchswoche (23. - 36. Lebenstag)
Tierzahl n 21 21 21 20
Lebendmasse [ke]
Beginn 7,39 £ 0,81 7,35+ 1,20 7,48 £1,32 7,38 £ 1,46
Ende 11,42+1,41 11,90+ 1,42 11,45+1,36 11,66 + 1,77
Lebendmassezunahme [kg] 4,03 £0,87 4,56 £0,42 3,97+0,41 428 +£1,12
Relativ [%] 100 113,2 98,5 106,2
Futterverzehr [kg] 5,78 £ 1,21 6,39 + 0,66 5,97 +£ 0,46 5,44 £ 1,15
1,452 +
Futteraufwand* 0,181 1,404 £0,111  1,520+0,213 1,305+0,208
relativ [%] 100 96,7 104,7 89,9
1. bis 3. Versuchswoche (23. - 43. Lebenstag)
Tierzahl n 21 21 21 20
Lebendmasse [ke]
Beginn 7,39 £ 0,81 7,35+ 1,20 7,48 £1,32 7,38 £ 1,46
Ende 15,02+ 1,71 15,46 + 1,49 15,18 £ 1,84 15,38 £2,10
Lebendmassezunahme kg] 7,63 + 1,17 8,12+ 0,59 7,71 £ 1,04 8,00 + 1,38
relativ [%] 100 106,4 101 104,8
Futterverzehr kgl 10,98 £1,60 11,45+091 11,39 £ 0,87 10,67 £ 1,56
1,444 +
Futteraufwand* 0,091 1,411 £0,077 1,501 +£0,232 1,344+ 0,131
relativ [%] 100 97,7 103.,9 93,1
*kg Futter je kg Zunahme

Lebendmasseentwicklung

Wiéhrend der ersten drei Wochen nahmen die Aufzuchtferkel der Kontrollgruppe im

Durchschnitt 7,63 kg zu. Damit lag die Zunahme numerisch unter den

Lebendmassezunahmen der Sduregruppen. Die numerisch hdchste Lebendmassezunahme
erzielten die Ferkel der Ameisensduregruppe mit 8,12 kg. Die Lebendmassenzunahmen der
beiden anderen Sduregruppen lagen etwas wunter der der Ameisensduregruppe
(Benzoesduregruppe 7,71 kg und Kombinationspréparatgruppe 8,00 kg). Statistisch waren

keine signifikanten Unterschiede nachweisbar.
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Futteraufnahme

Wihrend der ersten drei Wochen lag der durchschnittliche Futterverzehr der Kontrollgruppe
mit 10,98 kg numerisch geringer als der Futterverzehr der Ameisensdure- oder
Benzoesduregruppe (11,45kg  bzw. 11,39 kg). Die  Futteraufnahme der
Kombinationspriparatgruppe lag mit 10,67 kg unterhalb der iibrigen Gruppen. Statistisch
waren nur in der 1. Versuchswoche signifikante Unterschiede zu ermitteln. In dieser
Versuchswoche war die Futteraufnahme der Ameisensduregruppe signifikant hoher als die der

Kombinationspréparatgruppe.

Futteraufwand

Der Futteraufwand war in der Ameisensdure- und Kombinationspraparatgruppe gegeniiber
der Kontrollgruppe geringgradig vermindert. Der numerisch hochste Futteraufwand konnte in

der Benzoesduregruppe verzeichnet werden.

3.2. Ergebnisse der Kotkonsistenzbeurteilung

In den ersten 25 Versuchstagen wurden die Kotkonsistenz der Tiere des Leistungsversuchs
(14 Tiere pro Gruppe) und der des mikrobiologischen Versuchs (7 Tiere pro Gruppe)
zusammenfassend beurteilt. Alle weiteren Werte ab Tag 26 beziehen sich nur noch auf die
Tiere aus dem Leistungsversuch. In der folgenden Tabelle 15 sind fiir jede Gruppe die

Kotkonsistenzen als Mittelwerte mit Standardabweichungen aufgefiihrt.
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Tabelle 15: Kotkonsistenz fiir die einzelnen Versuchsgruppen (Angaben je Tier)

Gruppe Kontrolle Ameisensiure Benzoesiure Kombination
Tag

1 2,05+0,22 2,14+ 0,48 2,05+£0,22 2,10 +£0,30
2 2,02+0,11* 2,00 + 0,00 2,29 +0,64" 2,05 + 0,227
3 2,19 £ 0,60 2,00 £ 0,00 2,19+0,60 2,05+0,22
4 2,05+£0,22 2,05 +£0,22 2,05+£0,22 2,00+ 0,00
5 2,05+£0,22 2,00 £ 0,00 2,00 £ 0,00 2,00+ 0,00
6 2,05+0,22 2,00 £ 0,00 2,05+0,22 2,00+ 0,00
7 2,00 £ 0,00 2,00 £ 0,00 2,00 £ 0,00 2,00 £ 0,00
8 2,10+ 0,30 2,00 £ 0,00 2,05+0,22 2,00 £ 0,00
9 2,05+0,22 2,00 £ 0,00 2,05+0,23 2,00+ 0,00
10 2,00 £ 0,00 2,00 £ 0,00 2,00 £ 0,00 2,00 £ 0,00
11 2,00 £ 0,00 2,00 £ 0,00 2,00 £ 0,00 2,00 £ 0,00
12 2,00 + 0,00 2,00 £ 0,00 2,00 £+ 0,00 2,00 £+ 0,00
13 2,00 + 0,00 2,05+£0,22 2,00 £+ 0,00 2,05+0,22

14 -42 2,00 £ 0,00 2,00 £ 0,00 2,00 + 0,00 2,00 £+ 0,00

® Mittelwerte mit unterschiedlich hochgestellten Buchstaben innerhalb einer Zeile unterscheiden sich
signifikant (p < 0,05)

Am zweiten Versuchstag konnte ein signifikanter Unterschied zwischen der Ameisensdure-
und der Benzoesduregruppe festgestellt werden. Die Tiere der Benzoesduregruppe wiesen an
diesem Tag eine weichere Kotkonsistenz auf als die Tiere der Ameisensduregruppe. Im
gesamten Versuch traten nur vereinzelt Durchfille auf.

Nach Miénner und Spieler (2001) wird Durchfall als weicher, verlaufender bis hin zu fliissig-

wissrigem Kot bezeichnet, der mindestens an zwei aufeinander folgenden Tagen auftritt.

Tabelle 16 zeigt die Anzahl der Fille in denen das oben beschriebene Ereignis auftrat. Dabei

handelt es sich jeweils nie um dasselbe Tier.

Tabelle 16: Durchfallgeschehen im Gruppenvergleich

Gruppe Kontrolle Ameisensdure Benzoesdure Kombination

2 0 2 1

Bei der Betrachtung der Ergebnistabelle fallt auf, dass die Haufigkeit der Durchfille in der
Kontrollgruppe im Vergleich zu den Séuregruppen, mit Ausnahme der Benzoesdure, hoher

war.
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3.3 Futtermitteluntersuchungen
3.3.1 Ergebnisse der Pufferkapazitdtsbestimmung

Um zu beurteilen, in wieweit die Sdurezusitze einen Einfluss auf die Pufferkapazitit des
Futtermittels hatten, wurde diese in allen vier Futtervarianten ermittelt. In Tabelle 17 sind die

Ergebnisse als Mittelwerte mit Standardabweichungen aufgefiihrt.

Tabelle 17: Pufferkapazitit f der Versuchsdiiiten [mol/l]

Gruppe Kontrolle Ameisensiure Benzoesédure Kombination

Pufferkapazitit 0,029 + 0,007 0,033 + 0,006 0,031 + 0,005 0,034 + 0,005

Je konzentrierter eine Pufferlosung ist, umso grof3er ist auch ihre Pufferkapazitit 3. Statistisch
ergeben sich keine Unterschiede in der Pufferkapazitit zwischen den Gruppen. Numerisch
kann festgestellt werden, dass die Pufferkapazitit f der Kontrollgruppe mit 0,029 mmol/l
geringer war als in den Sauregruppen. Die Pufferkapazitit der Kombinationspraparatgruppe

war grofer als die der anderen Gruppen.

3.3.2 Ergebnisse der Benzoesdurekonzentrationsbestimmung
3.3.2.1. Benzoesdurekonzentrationsbestimmung im Futtermittel

Die Futtermittel der Benzoesdure- und Kombinationspréparatgruppe wurden auf ihren Gehalt
an Benzoesdurekonzentration untersucht. Durch diese Untersuchung sollte die Richtigkeit der
Futterzumischung kontrolliert werden. Die Futtermittel wurden aus beiden Versuchsteilen
untersucht (mit Chrom = mikrobiologischer Versuchsteil; ohne Chrom = Leistungsversuch).
Tabelle 18 zeigt die gemittelten Werte mit Standardabweichung fiir die beiden untersuchten
Gruppen, sowie die Benzoesidurekonzentration bezogen auf die Trockenmasse des Futters.

Tabelle 18: Benzoesidurekonzentrationsbestimmung aus den Futtermitteln der Benzoe-

sduregruppe (mit und ohne Chrom) und der Kombinationspriparatgruppe (mit und
ohne Chrom)

Gruppen

Benzoesiure Benzoesaure + Kombination Kombination +
Chrom Chrom
Benzoesaure
[g/kg] 4,80 £ 0,02 5,56 +0,01 3,00 £ 0,08 3,10+ 0,07
Benzoesaure
bezogen auf die
TM Futter [g/kg] 5,35 6,19 3,32 3,43

TM= Trockenmasse
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3.3.2.2 Benzoesdurekonzentrationsbestimmung in Digesta

Die folgenden Ergebnisse aus Tabelle 19 und 19a sollen verdeutlichen, welche Menge der
eingesetzten Sdure in welchem Teil des Verdauungsabschnitts von der eingesetzten
Ursprungssubstanz zur Verfligung stand. Die aufgefiihrten Werte sind als Mittelwerte mit
Standardabweichungen in mg/kg fiir die Magen-Darmabschnitte (Magen und proximales
Jejunum) dargestellt. Um einen besseren Vergleich zur Ursprungskonzentration im
Futtermittel herstellen zu konnen, wurde zusitzlich die Benzoesdure auf die Trockenmasse
der Digesta bezogen. Durch eine erfolgte Chromoxidbestimmung (Marker) im distalen
Jejunum konnte hier die scheinbare praccaecale Verdaulichkeit der Benzoesdure berechnet

werden.

Tabelle 19: Konzentration der Benzoesiiure in Digesta und Digestatrockenmasse [mg/kg]

Benzoesaure in Benzoesdure in
Gruppe Benzoesiure TM Digesta Kombination TM Digesta
Magen 1053 + 343 3561 704 + 88 2101
prox. Jejunum 17+ 26 142,6 1,1 +0,3 18,2

TM=Trockenmasse

Tabelle 19a: Konzentration der Benzoesiure im distalen Jejunum [mg/kg]
und scheinbare praecaecale Verdaulichkeit [%] der Benzoesiure

Verdaulichkeit Verdaulichkeit
Gruppe Benzoesidure [%] Kombination [%]
distal. Jejunum 23+1,1 99,99 1,9+ 1,6 99.9

Bei der Benzoesdurekonzentrationsbestimmung war eine deutliche Reduktion der
Konzentration in Bezug auf die Passageldnge im Verdauungstrakt zu bemerken. Wihrend die
Konzentration an Benzoesdure im Magen mit 1053 mg/kg noch recht hoch war, nahm sie zum
Ende des Jejunums sehr stark ab (2,3 mg/kg). Besonders deutlich wurde diese Reduktion
durch die Berechnung der scheinbaren praecaecalen Verdaulichkeit der Benzoesdure in
Tabelle 19a. Mittels des Markers Chromoxid konnte gezeigt werden, dass im distalen

Jejunum mehr als 99% der Sdure aus der Digesta verschwunden waren.

3.3.3 Ergebnisse der Ameisensédurekonzentrationsbestimmung

3.3.3.1. Ameisenkonzentrationsbestimmung im Futtermittel
Zur Uberpriifung der Richtigkeit der Futtermischungen wurden die Futtermittel, denen

Ameisensdure zugefiigt wurde, auf ihren Gehalt untersucht. Dies erfolgte sowohl fiir die
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Futtermittel der Ameisensduregruppe und der Kombinationspréparatgruppe aus dem
mikrobiologischen Versuchsteil (+ Chrom), als auch fiir die Futtermittel der gleichen Gruppen
aus dem Leistungsversuch.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 20 als Mittelwerte mit Standardabweichungen dargestellt.
Tabelle 20: Ameisensiurekonzentrationsbestimmung aus den Futtermitteln der

Ameisensauregruppe (mit und ohne Chrom) und der Kombinationspriaparatgruppe (mit
und ohne Chrom)

. Ameisenséure + o Kombination
Ameisensaure Chrom Kombination + Chrom
Ameisensdure
[g/kg] 4,59 + 0,07 5,00 + 0,06 0,72 £ 0,07 0,77 £ 0,06
Ameisensdure
bezogen auf die
TM Futter[g/kg] 5,12 5,58 0,79 0,85

TM=Trockenmasse

3.3.3.2 Ameisensdurekonzentration in Digesta

Um eine Aussage liber die Wirkungsweise der Sduren machen zu kénnen, war es wichtig,
festzustellen, in welchem Darmabschnitt welche Konzentrationen der Saure vorlagen.

Die folgende Tabelle 21 zeigt die Konzentrationsangaben der Ameisensdure in mg/kg der
Ameisensdure- und der Kombinationspriparatgruppe in Digesta (Magen und proximales
Jejunum). Um eine Aussage liber die Verfligbarkeit machen zu kdnnen, wurde der gemessene
Anteil an Séure, in Bezug zur Digestatrockenmasse gesetzt. In Tabelle 21a ist aufgrund des
Markers Chromoxid zusitzlich eine Aussage liber die scheinbare praecaecale Verdaulichkeit
moglich.

Tabelle 21: Konzentration der Ameisensiure in Digesta und Digestatrockenmasse
[mg/kg]

Ameisensdure in Ameisensdure in
Gruppe Ameisensiure TM Digesta Kombination TM Digesta
Magen 1177+ 363 3424 142 + 34 4239
prox. Jejunum 65+ 19 463,6 11+8 182,4

TM=Trockenmasse
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Tabelle 21a: Konzentration der Ameisensiure im distalen Jejunum [mg/kg]
und scheinbare praecaecale Verdaulichkeit [%] der Ameisensiure

Verdaulichkeit Verdaulichkeit
Gruppe Ameisensaure [%] Kombination [%]
distal. Jejunum 48 +12 99,71 14+4 99,41

Die Ergebnisse zeigen eine deutliche Abnahme der Ameisensdurekonzentration vom Magen
bis hin zum distalen Jejunum. Besonders deutlich machen das die Ergebnisse aus der
Ameisensduregruppe. Wihrend im Magen die Ameisensidurekonzentration im Mittel bei
1177 mg/kg lag, war es im distalen Jejunum im Mittel nur noch 48 mg/kg. Ausgehend von der
Trockenmasse der Digesta standen im Magen dem tierischen Organismus noch 3424 bzw.
4239 mg/kg zur Verfligung und am Ende des Diinndarms nur noch 48 bzw. 14 mg/kg.
Tabelle 21a zeigt eine scheinbare Verdaulichkeit der Ameisensdure im distalen Jejunum von

tiber 99%.

3.4. Ergebnisse der Stoffwechselprodukte in Digesta
3.4.1 Ammoniumionenkonzentration in Digesta

Die Ammoniumionenkonzentrationen in der Digesta von Magen, distalem Jejunum und

Colon sind in Tabelle 22 dargestellt.

Tabelle 22: Ammoniumgehalte in Digesta fiir die vier Versuchsgruppen [mmol/l]

Gruppe Kontrolle Ameisensiure Benzoesédure Kombination
n' n n n
Magen 7 1201+277 7 1037+2,17 7 11,87+259 6 10,88+ 3,10
distales Jejunum 6  3,18+026 6 282+034 7 290+034 6 2,83+0,15
Colon 7 853+194 7 781+1,69 7 7,71+£19 6 7,70+1,13
'Anzahl der Tiere

Bei der statistischen Auswertung der Ergebnisse konnten keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Gruppen festgestellt werden. Zu bemerken ist jedoch, dass die
Ammoniumkonzentration in der Kontrollgruppe in allen drei Abschnitten des

Verdauungstrakts numerisch hoher lag als bei den Sauregruppen.

3.4.2 [D(-)- und L(+)]-Laktatgehalte in Digesta

Als Mal} der metabolischen Aktivitdt der Milchséurebakterien in der bakteriellen Population
der einzelnen Darmabschnitte wurde der Gehalt an D(-)- und L(+)-Isomeren der Milchsiure

ermittelt.
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D(-)-Laktatgehalt in Digesta

Die Tabelle 23 zeigt den ermittelten Median der D(-)-Laktatkonzentration in den einzelnen

Darmabschnitten im Gruppenvergleich mit Minimum- und Maximumangabe.

Tabelle 23: D(-)-Laktatgehalt in Digesta fiir die vier Versuchsgruppen [mmol/kg]

Kontrolle Ameisensdure Benzoesédure Kombination
n' Median n Median n Median n Median
7 1,92 7 0,77 7 1,14 6 1,58
Magen
(0,26 -2,11) (0,35-1,77) (0,25 -2,95) (0,30- 2,60)
proximales 2 0,23 4 0,1 6 0,35 4 0,22
Jejunum (0,18 - 0,28) (0,05 - 0,36) (0,06- 1,41) (0,03 -0,33)
_ ) 6 0,23 6 0,3 7 0,31 6 0,31
distales Jejunum
(0,00 - 0,55) (0,00 - 0,50) (0,02 - 1,14) (0,00 - 3,74)
7 0,06 7 0,15 7 0,12 6 0,03
Colon
(0,03 - 0,25) (0,04 - 0,25) (0,00 - 0,45) (0,00 - 0,04)
' Anzahl der Tiere

Fiir das proximale Jejunum konnten auf Grund der geringen Probenanzahl in der Kontroll-,
Ameisensdure- und Kombinationspriparatgruppe keine statistischen Aussagen getroffen
werden. Beziigliche des distalen Jejunums und des Colons konnten keine signifikanten

Unterschiede zwischen den Gruppen festgestellt werden.
L(+)-Laktatgehalt in Digesta

In Tabelle 24 sind die Konzentrationen des L(+)-Laktatgehalts in mmol/kg der einzelnen

Darmabschnitte im Gruppenvergleich aufgefiihrt.

Tabelle 24: L(+)-Laktatgehalt in Digesta fiir die vier Versuchsgruppen [mmol/kg]

Kontrolle Ameisensiure Benzoesdure Kombination
n! Median n Median n Median n Median
7 1,13 7 1,31 7 1,13 6 2,36
Magen
(0,70 - 2,73) (0,48 - 2,03) (0,45 - 3,66) (1,27 -4,27)
proximales 2 3,39 4 1,52 6 2,7 4 2,99
Jejunum (3,26 -3,52) (1,11 - 1,78) (0,00 - 4,74) (1,80 -4,33)
distales 6 2,48 6 2,6 7 2,23 6 2,94
Jejunum (0,98 - 4,04) (1,98 -4,47) (0,00 - 5,97) (0,00 - 12.5)
7 0,1 7 0,19 7 0,09 6 0,02
Colon

(0,02 - 0,29) (0,00 - 0,29) (0,00 - 0,80) (0,00 - 0,38)

'Anzahl der Tiere
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Die statistische Auswertung ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen.
Im Magen konnte ein tendenzieller Unterschied zwischen der Kontroll- und der
Kombinationspréiparatgruppe festgestellt werden (p=0,086). In der Kombinationspra-
paratgruppe lag die Konzentration an L(+)-Laktat deutlich hoher als in der Kontrollgruppe.
Statistisch konnten die Proben aus dem proximalen Jejunum nicht ausgewertet werden, da in
der Kontroll-, Ameisensdure- und Kombinationspréparatgruppe zu wenig Material vorlag. Es
waren jedoch numerische Unterschiede feststellbar. Der L(+)-Laktatgehalt im proximalen
Jejunum lag bei der Kontrollgruppe mit 3,39 mmol’kg deutlich hoéher als in der
Ameisensduregruppe mit 1,52 mmol/kg. Auch der Unterschied zwischen der
Ameisensduregruppe und der Kombinationspriparatgruppe war numerisch deutlich
ersichtlich. Die Konzentration an L(+)-Laktat war in der Kombinationspréparatgruppe mit

2,99 mmol/kg fast doppelt so hoch wie in der Ameisensduregruppe mit 1,52 mmol/kg.
Gesamtlaktatgehalt in Digesta

Die Tabelle 25 zeigt, den Gesamtgehalt an Laktat, der in den jeweiligen Darmabschnitten in

der Digesta gefunden wurde.

Tabelle 25: Gesamtlaktatgehalt in Digesta fiir die vier Versuchsgruppen [mmol/kg]

Kontrolle Ameisensdure Benzoesaure Kombination
n! Median n Median n Median n Median
7 3,06 7 2,31 7 2,27 6 4,19
Magen
(0,96 - 4,71) (0,98 - 3,58) (0,70 - 6,30) (1,57 - 6,13)
proximales 2 3,62 4 1,72* 6 299" 4 3,16"
Jejunum (3,54 -3,71) (1,16 - 1,92) (1,41 - 5,54) (1,93 - 4,67)
distales 0 2,69 6 2,68 7 2,42 6 3,13
Jejunum (0,98 - 4,49) (2,20 - 4.97) (1,14 - 6,81) (0,00 - 16,19)
7 0,18 7 0,34 7 0,39 6 0,06
Colon
(0,06 - 0,54) (0,05 -0,54) (0,07 - 4,51) (0,00 - 0,72)

' Anzahl der Tiere
®® Mediane mit unterschiedlich hochgestellten Buchstaben innerhalb einer Zeile unterscheiden sich

signifikant (p < 0,05)

Bei der Betrachtung des Gesamtlaktatgehalts konnte festgestellt werden, dass im proximalen
Jejunum ein signifikanter Unterschied zwischen der Ameisensduregruppe mit einem
Laktatgehalt von 1,72 mmol/kg und der Kombinationspréparatgruppe mit einem Laktatgehalt
von 3,16 mmol/kg bestand (p=0,02). Auch zwischen der Ameisensdure- und der

Benzoesduregruppe besteht ein tendenzieller Unterschied (p = 0,06), ebenso zwischen der
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Kontroll- und der Ameisensduregruppe (p = 0,06), wobei die Anzahl der Tiere in der

Kontrollgruppe keine statistische Aussagekraft hat.

Auch im Gesamtlaktatgehalt der Colondigesta besteht ein tendenzieller Unterschied zwischen
der Ameisensidure- und Kombinationspriaparatgruppe (p = 0,09), sowie zwischen der

Benzoesédure- und Kombinationspraparatgruppe (p = 0,09).
Verhdltnis [L(+) zu D(-)]- Laktat

Die Tabelle 26 zeigt das Verhdltnis von L(+)-Laktat zu D(-)-Laktat in den einzelnen

Darmabschnitten.

Tabelle 26: Verhéltnis von [L(+) und D(-)]-Laktat zueinander aus den Digestaproben
der einzelnen Darmabschnitte

Kontrolle Ameisensiure Benzoesédure Kombination
Magen 0,59 :1 1,70 :1 0,99 :1 1,49 :1
prox. Jejunum 14,7 :1 15,2 :1 7,71 :1 13,6 :1
dist. Jejunum 10,8 : 1 8,67:1 7,19 :1 9,48 : 1
Colon 1,62 : 1 1,27 : 1 0,75 :1 0,67:1

Durch die Berechnung von [L(+) und D(-)]-Laktat im Verhéltnis, wurde ersichtlich, dass im
proximalen und distalen Jejunum bedeutend mehr L(+)-Laktat auffindbar war als D(-)-Laktat.
Signifikante Unterschiede konnten statistisch nicht nachgewiesen werden, jedoch war das
Verhiltnis in der Kontrollgruppe im Magen numerisch niedriger als in den anderen

Versuchsgruppen.

3.4.3 Flichtige Fettsdauren (FFS) in Digesta
Magen

In Tabelle 27 sind die Konzentrationen als Median mit Minimum und Maximum (in
mmol/kg) der freien Fettsduren, (Essigsidure, Propionsdure, i-Buttersdure, n-Buttersdure, i-

Valeriansdure und n-Valeriansdure) im Magen aufgefiihrt.
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Tabelle 27: Die Konzentrationen der einzelnen und gesamten freien Fettsiuren aus
Magendigesta fiir die vier Versuchsgruppen [mmol/kg]

Kontrolle Ameisensdure Benzoesaure Kombination
n! Median n Median n Median n Median
Essigsdure 7 6,83 6 2,26 7 2,19 6 6,56
(1,12 - 11,56) (0,73 -9,23) (0,80 -11,16) (1,16 - 41,93)
Propionsdure 7 0,83 6 0,29 7 0,74 6 0,29
(0,11 - 3,0) (0,13 -2,23) (0,13 -7,57) (0,12 - 24,75)
i-Buttersdure 7 0 6 0 7 0 6 0
(0,00 - 0,39) (0,00 - 0,76) (0,00 - 0,49) (0,00 - 0,87)
n-Buttersdure 7 0,319 6 0,235 7 0,457 6 0,343
(0,23 -0,87) (0,13 -0,75) (0,20 - 0,96) (0,16 - 0,56)
i-Valeriansdure 7 0 6 0,07 7 0 6 0
(0,00 -0,11) (0,00 - 0,36) (0,00 -0,41) (0,00 - 0,93)
n-Valeriansdure 7 0,13 6 0,3" 7 0,15 6 0,26
(0,00 - 0,26) (0,16 -0,50) (0,00 - 0,23) (0,00 - 0,88)
Gesamt-FFS 7 9,63 6 3,19 7 5,60 6 7,94

(1,91 -14,40)  (1,77-1321)  (1,84-12,73) (1,50 - 68,71)

' Anzahl der Tiere
¢ Mediane mit unterschiedlich hochgestellten Buchstaben innerhalb einer Zeile unterscheiden sich

signifikant (p < 0,05)

Bei der n-Valeriansdure konnten signifikante Unterschiede zwischen einerseits der
Kontrollgruppe und der Ameisensduregruppe (p = 0,012) und andererseits zwischen der
Ameisensduregruppe und der Benzoesduregruppe (p = 0,012) gefunden werden. Die iibrigen
FFS sind ohne signifikante Unterschiede. Numerisch ist festzustellen, dass bei der Essigsdure
die Mediane der Kontrollgruppe und der Kombinationspraparatgruppe deutlich hoher lagen
als die der Ameisensdure- und der Benzoesduregruppe. Ebenso bestand ein numerischer
Unterschied bei der Propionsdure zwischen der Kontrollgruppe mit 0,83 mmol/kg und der
Ameisensdure- und Kombinationspriparatgruppe mit jeweils 0,29 mmol/kg. Auch in der
Benzoesduregruppe lag die Konzentration an Propionsdure mit 0,74 mmol/l deutlich héher als

in den anderen beiden Siuregruppen.
Proximales Jejunum

In Tabelle 28 sind die Ergebnisse der Gehalte an freien Fettsduren als Median mit Minimum
und Maximum im proximalen Jejunum aufgefiihrt. Auf Grund der geringen Probenanzahl in

der Kontroll-, Ameisensidure- und Kombinationspriaparatgruppe konnten keine statistischen
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Tests zur Priifung auf Signifikanzen herangezogen werden. Auch numerisch konnten kaum
Unterschiede zwischen den Gruppen festgestellt werden. Auffillig war, dass die Fettsduren
Propionsiure, i-Buttersdure und n-Valeriansiure in den vier Gruppen im proximalen Jejunum
nicht oder nur teilweise nachweisbar waren.

Tabelle 28: Die Konzentrationen der einzelnen und gesamten freien Fettsiuren aus
Jejunaldigesta (proximal) fiir die vier Versuchsgruppen [mmol/kg]

Kontrolle Ameisensiure Benzoesidure Kombination
n' Median n Median Median Median
Essigsdure 2 0,28 4 0,31 0,31 0,29
(0,22 - 0,34) (0,12 -0,43) (0-0,50) (0,25 -0,36)
Propionsdure 2 0 4 0 0 0
(0,00 - 0,00) (0,00 - 0,00) (0,00 - 0,13) (0,00 - 0,00)
i-Buttersdure 2 0 4 0 0 0
(0,00 — 0,00) (0,00 — 0,00) (0,00 —0,00) (0,00 — 0,00)
n-Buttersdure 2 0 4 0 0,13 0
(0,00 — 0,00) (0,00 - 0,17) (0,00 - 0,77) (0,00 - 0,56)
1-Valeriansdure 2 0,57 4 0,38 0,13 0,06
(0,26 - 0,89) (0,00 - 0,65) (0,00 - 0,75) (0,00 - 0,54)
n-Valeriansdure 2 0 4 0 0 0
(0,00 -0,00) (0,00 — 0,00) (0,00 - 0,36) (0,00 — 0,00)
Gesamt-FFS 2 0,85 4 0,7 0,89 0,61
(0,60 - 1,10) (0,39 -0,94) (0,00 - 1,35) (0,26 - 0,93)
" Anzahl der Tiere
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Distales Jejunum

Die Konzentrationsangaben der FFS als Median mit Minimum und Maximum sind in Tabelle 29

dargestellt.

Tabelle 29: Die Konzentrationen der einzelnen und gesamten freien Fettsiuren aus
Jejunaldigesta (distal) fiir die vier Versuchsgruppen [mmol/kg]

Kontrolle Ameisensiure Benzoesaure Kombination
n' Median n Median Median Median
Essigsdure 7 0,75 7 0,42 0,52 0,83
(0,30-0,98) (0,25 - 3,36) (0,19 - 0,83) (0,47 - 4,37)
Propionsdure 7 0 7 0 0 0
(0,00 - 0,76) (0,00 -0,40) (0,00 - 0,27) (0,00 - 0,62)
i-Buttersaure 7 0 7 0 0 0
(0,00 —0,00) (0,00 — 0,00) (0,00 —0,00) (0,00 — 0,00)
n-Buttersdure 7 0 7 0 0 0
(0,00 - 0,30) (0,00 - 0,12) (0,00 - 0,33) (0,00 - 0,79)
1-Valeriansdure 7 0,16 7 0,26 0,15 0,17
(0,00 - 0,24) (0,00 - 0,95) (0,00 - 0,43) (0,00 - 0,85)
n-Valeriansidure 7 0 7 0 0 0
(0,00 -0,46) (0,00 — 0,00) (0,00 - 0,61) (0,00 — 0,00)
Gesamt-FFS 7 0,94 7 1,29 0,7 1,68
(0,59 -2,19) (0,25 - 3,36) (0,33-1,59) (0,48 - 4,37)
" Anzahl der Tiere

Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen festgestellt werden. Es
war jedoch zu bemerken, dass die FFS Propionséure, i-Buttersdure, n-Buttersdure und n-
Valeriansdure in den Digestaproben nicht (i-Buttersdure) oder nur teilweise nachweisbar
waren. Zusétzlich konnte festgestellt werden, dass es zu einer weiteren numerischen
Verringerung der Konzentrationen der FFS im distalen Jejunum im Gegensatz zum

proximalen Jejunum kam.
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Colon

In Tabelle 30 sind die Messergebnisse der FFS der Colondigestaproben als Median mit

Minimum und Maximum im Gruppenvergleich dargestellt.

Tabelle 30: Die Konzentrationen der einzelnen und gesamten freien Fettsiuren aus
Colondigesta fiir die vier Versuchsgruppen [mmol/kg]

Kontrolle Ameisensiure Benzoesaure Kombination
n' Median n Median n Median n Median
Essigsédure 7 65,4 7 77,8 79,6 66,1
(12,2 -92.5) (68,6 - 98.5) (0,0 - 98,4) (59,5 - 84,0)
Propionsédure 7 37,1 7 34,5 40 27,3
(3,40 - 46,5) (20,0 - 44.4) (3,59 -51,7) (3,15 -35,3)
i-Buttersdure 7 1,29 7 1,49 0,79 1,47
(0,65 -2,47) (0,57 -3,41) (0,00 - 1,74) (0,89 - 2,38)
n-Buttersaure 7 0,64 7 0,86 0,86 0,59
(0,21 - 1,41) (0,36 - 9,68) (0,52 - 11,98) (0,27 - 0,88)
Verhaltnis 0.50: 1 0,58 1 1,09 1 0.40: 1
n- zu i-Buttersdure
1-Valeriansdure 7 1,26 7 1,13 0,69 1,18
(0,35 -3,52) (0,55 - 4,64) (0,00 - 1,64) (0,24 - 2,49)
n-Valeriansdure 7 3,52 7 3,55 2,12 2,31
(1,60 - 7,54) (1,15 -4,99) (0,97 - 5,23) (2,15-2,61)
Gesamt- FFS 7 109 7 126 133 99,8
(65,4 - 140) (93,5 - 149) (40,4 - 159) (77,4 - 120)
! Anzahl der Tiere

In den angewendeten statistischen Tests konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Gruppen festgestellt werden. Erwartungsgemal3 lagen die Konzentrationen der FFS in der
Colondigesta hoher als in den Digestaproben aus Magen, proximalem und distalem Jejunum.
Die Konzentrationen an Essigsdure und Propionsdure lagen im Vergleich zu den anderen FFS
deutlich hoher, wobei die Essigsdurekonzentration in der Benzoesduregruppe mit
79,55 mmol/kg den hochsten Wert erreichte. Ebenso verhielt es sich auch mit dem Gehalt an
Propionsédure, auch dieser war in der Benzoesduregruppe mit 39,96 mmol/kg am Hochsten.
Bei der Betrachtung der Verhiltnisse n- zu i- Butterséure konnte festgestellt werden, dass bei
der Benzoesduregruppe das Verhéltnis mit 1,09 : 1 doppelt so hoch lag wie in den anderen

Gruppen (0,4 - 0,58 : 1).
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3.5. Ergebnisse der pH-Wertmessung in Harn und Digesta
pH-Wertmessung in Digesta

Die Ergebnisse der pH-Wertmessung als Mittelwerte mit Standardabweichung sind in Tabelle 31
aufgefiihrt.

Tabelle 31: pH-Werte der einzelnen Darmabschnitte fiir die vier Versuchsgruppen

Kontrolle Ameisensiure Benzoesédure Kombination

n' n n n
Magen 7 392+040 7 389+080 7 346+061 6 4,03+049
proximales Jejunum 2 6,02+152 4 489+055 6 564+0,79 4 6,03+043
distales Jejunum 7 6,73+0,67 7 6,60+051 7 6,60£042 6 6,52=+0,64
Caecum 7 513+£026 7 515+038 7 507034 6 5,04+0,29
Colon 7 535+046 7 526+033 7 508+044 6 544+0,71

"Anzahl der Tiere

Die Werte des proximalen Jejunums waren auf Grund ihrer geringen Anzahl statistisch nicht
auswertbar. Die Mittelwerte der {iibrigen Darmabschnitte ergaben statistisch keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. Auffillig ist jedoch, dass der pH-Wert im
proximalen Jejunum in der Ameisensduregruppe mit 4,89 deutlich geringer war als in den

iibrigen Gruppen.
pH- Werte des Harns

Die Ergebnisse der pH-Wertmessung des Harns der Versuchstiere sind in Tabelle 32 mit

ihrem Mittelwert und Standardabweichung fiir die jeweilige Gruppe dargestellt.

Tabelle 32: pH-Werte des Harns fiir die vier Versuchsgruppen

Kontrolle Ameisensiure Benzoesiure Kombination

Il1 n n n

Harn 7 687+0,64™ 7 698+045" 7 563+072° 6 6,16+0,86™F
"Anzahl der Tiere

e Mittelwerte mit unterschiedlich hochgestellten Buchstaben innerhalb einer Zeile unterscheiden sich
signifikant (p < 0,05)

Im statistischen Test konnte festgestellt werden, dass es signifikante Unterschiede zwischen
dem Harn-pH-Wert der Kontrollgruppe (6,87) und dem der Benzoesduregruppe (5,63) gab
(p =0,014), wie auch zwischen der Ameisensiure- (6,98) und der Benzoesduregruppe (5,63)

(p = 0,007).
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3.6. Ergebnisse der Trockenmassebestimmung in Kot und Digesta
Ergebnisse der Trockenmassebestimmungen des Kotes

Um Unterschiede sowohl im Zeitverlauf als auch gegebenenfalls zwischen den Gruppen
registrieren zu konnen, wurde die Trockenmasse des Kots am 5., 9. und 14. Versuchstag
ermittelt. Tabelle 33 zeigt fiir die jeweilige Gruppe die Ergebnisse in Mittelwert und
Standardabweichung.

Tabelle 33: Trockenmassebestimmung des Kots am 5., 9. und 14. Tag nach dem
Absetzen fiir die vier Versuchsgruppen [%]

Kontrolle Ameisensiure Benzoesaure Kombination
n' n n n
TMKot5.Tag 7 2727+533 7 2329+241 7 2682+422 7 30,68+4,05
TMKot9.Tag 7 2458+541 7 26,75+321 7 2345+265 7 26,59+4,09
TM Kot 14.Tag 7 26,19+254 7 23,09+1,31 7 2682+253 7 2503+3,14

'Anzahl der Tiere

Zwischen den Gruppen gab es keine signifikanten Unterschiede.
Ergebnisse der Trockenmassebestimmungen der Digesta

Die Tabelle 34 zeigt die ermittelten Trockenmassen der Digesta im Gruppenvergleich, als

Mittelwerte mit Standardabweichungen.

Tabelle 34: Trockenmassebestimmung aus Digesta fiir die vier Versuchsgruppen [%]

Kontrolle Ameisensdure Benzoesiure Kombination
n' n n n
Magen 7 31,96+454 7 3438+381 7 29,57+4,16 6 33,50+2,07
proximales Jejunum 3 15,10+727 4 14,02+2,19 5 1192+6,17 4 6,03+ 1,01
distales Jejunum 7 1145+4,15 7 1390+4,19 7 1254+541 6 8,67+543
Colon 7 22,15+3,06 7 2229+2,05 7 2053+331 6 21,12+224
'Anzahl der Tiere

Statistisch konnte in den Magen- und Darmabschnitten im Gruppenvergleich kein
signifikanter Unterschied festgestellt werden. Numerisch war der Trockenmassegehalt der

Jejunaldigesta in der Kombinationspréparatgruppe geringer als in den tibrigen Gruppen.
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3.7. Ergebnisse der Hippursdurebestimmung

Um zu iiberpriifen, ob durch die Supplementierung von Benzoesdure im Harn der Ferkel
vermehrt Hippursdure entstanden war und somit die Ammoniakausscheidung verringert
werden konnte, wurden Proben aus der Harnblase direkt nach dem Tod der Tiere entnommen.
Untersucht wurden nur die Kontroll-, die Benzoesdure- und die Kombinationspraparatgruppe,
da bei der Ameisensduregruppe nicht mit der Bildung von Hippursdure zu rechnen war. Die
Werte lassen sich nicht als absolute Werte sondern als eine Momentaufnahme verstehen. Da
weder bekannt ist wie viel Benzoesdure jedes Versuchstier vor der Toétung genau
aufgenommen hat, noch wie gro3 die Harnabsatzmenge jedes Tieres am Versuchstag war,
kann die eingesetzte Menge Benzoesdure nicht mit der Hippursdurekonzentration im Harn
verglichen werden. Eine erhohte Konzentration von Hippursdure weist lediglich auf die

Bildung dieser hin.

In Tabelle 35 sind die Ergebnisse als Median mit Minimum und Maximum fiir die einzelnen

Gruppen dargestellt.

Tabelle 35: Hippursiuregehalte im Harn fiir die Kontrollgruppe, Benzoesiduregruppe
und Kombinationspriparatgruppe [mg/l]

Kontrolle Benzoesdure Kombination
n' Median n Median n Median
Harn 6 432,5° 7 17000" 6 11000°
(88 - 720) (6348 - 23000) (9000 - 11000)

'Anzahl der Tiere
¢ Mittelwerte mit unterschiedlich hochgestellten Buchstaben innerhalb einer Zeile unterscheiden sich
signifikant (p < 0,05)

Die Ergebnisse der Hippursdurebestimmung zeigten numerisch deutliche Unterschiede
zwischen den Gruppen. Auch die statistischen Tests zeigten hier Signifikanzen zwischen der
Kontrollgruppe und der Benzoesduregruppe (p = 0,03), der Kontrollgruppe und der
Kombinationspréparatgruppe (p = 0,03) und der Benzoesduregruppe und der
Kombinationspraparatgruppe (p = 0,027). Die Messwerte sind allgemein als sehr stark erhoht

einzustufen.
3.8. Ergebnisse zur scheinbaren praecaecalen und scheinbaren Gesamttraktverdaulichkeit
3.8.1 Ergebnisse zur scheinbaren praecaecalen Verdaulichkeit

Die scheinbare praecaecale Verdaulichkeit beschreibt den Anteil der Nahrstoffe, der nach der

oralen Aufnahme bis zum Caecum verdaut worden ist. Die Unterscheidung zur scheinbaren
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Gesamttraktverdaulichkeit ist wichtig, weil die Rohprotein- und Aminosdureverdaulichkeit

praecaecal stattfindet.

Die Tabelle 36 veranschaulicht die Ergebnisse zur scheinbaren praecaecalen Verdaulichkeit
der Rohnédhrstoffe (Rohasche, Rohprotein, Rohfett und Rohfaser) sowie Phosphor und
Kalzium. Die Ergebnisse sind fiir die jeweiligen Gruppen als Mittelwerte mit
Standardabweichungen dargestellt.

Tabelle 36: Scheinbare praecaecale Verdaulichkeit der Rohnéhrstoffe fiir die vier
Versuchsgruppen [%]

Gruppe Kontrolle Ameisensdure Benzoesiure Kombination
n' n n n
Rohasche 7 3644+456 7 3191+6,00 7 3676+11,04 6 36,04+5.25
Rohprotein 7 79,58+5,15 7 7827+354 7 79,70+3,05 6 74,59+6,85
Rohfett 7 88,57+345 7 8925+237 7 9027+349 6 86,87+2,62
Rohfaser 7 47,87+1145 7 4035+8,07 7 43,09+11,92 5 40,39+11,31
Phosphor 7 5691+454 7 56,19+388 7 5465+465 6 56,63+6,83
Kalzium 7 5794+821 7 5820+512 7 6134+£819 6 66,15+10,96
'Anzahl der Tiere

Im Gruppenvergleich ergaben sich keine signifikanten Unterschiede. Numerisch war eine
hohere Kalziumverdaulichkeit in der Kombinationspriparatgruppe (66,15%) gegeniiber der

Kontrollgruppe (57,94%) festzustellen.

3.8.1.1 Scheinbare praecaecale Aminosdureverdaulichkeit

Zur besseren Beurteilung der Rohproteinverdaulichkeit wurde zusétzlich die scheinbare
praecaecale Aminosdureverdaulichkeit untersucht. In Tabelle 37 ist die scheinbare
praccaecale Verdaulichkeit der einzelnen Aminosduren in % als Mittelwert mit

Standardabweichung aufgefiihrt.
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Tabelle 37: Scheinbare praecaecale Aminosiurenverdaulichkeit fiir die vier
Versuchsgruppen [%]

Gruppe Kontrolle Ameisensdure Benzoesdure Kombination
n' n n n
Asparaginsdure 7 69,7+241 7 69,0£219 7 69,0£221 6 67,1+445
Threonin 7 697+3,17 7 708+350 7 706+1,64 6 69,6+2,63
Serin 7 71,9+205 7 702+£3]18 7 725+£1,65 6 72,0£2092
Glutaminsédure 7 812+1,64 7 799+144 7 81,8+1,79 5 79,1+4,13
Glycin 7 421+118 7 362+£929 7 373+£112 6 31,5+169
Alanin 7 708+255 7 688+285 7 695+£3,09 6 69,6273
Cystin 7 704+396° 6 662+1,06" 7 678+293" 6 642+470
Valin 7 757+380 7 73,6£347 7 726+431 6 744+3.86
Methionin 7 85,1+181* 6 856+1,74" 7 82,6+1,10" 6 802146
Isoleucin 7 77,1+£584 7 758+£532 7 742+468 6 772+4722
Leucin 7 796+282 7 782+£278 7 787+248 6 78,6+231
Tyrosin 7 73,6+285 7 728+3,18 7 693+10,68 6 72,0+1,73
Phenylalanin 7 799+3,02 7 759+233 7 728+848 6 76,7+1,65
Histidin 7 756+220 7 7394272 7 747+144 6 7424241
Lysin 7 82,0+371 7 81,6+233 7 81,1+£1,79 6 80,5+2,87
Arginin 7 784+3,14 7 766+409 7 789+264 6 77,7+3,13
Prolin 7 67,1107 7 733+£470 7 779+181 6 734+144

'Anzahl der Tiere

aed Mittelwerte mit unterschiedlich hochgestellten Buchstaben innerhalb einer Zeile unterscheiden
sich signifikant (p < 0,05)

Bei der Betrachtung der einzelnen Aminosduren féllt auf, dass bei den Aminosduren Cystein
und Methionin signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen vorlagen. Bei der
Aminosédure Cystein ist ein signifikanter Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und der
Kombinationspriparatgruppe nachweisbar (p = 0,023).

Die Aminosdure Methionin wies mehrere signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen
auf. Signifikant unterschieden sich die Kontrollgruppe und die Benzoesduregruppe
voneinander (p = 0,043), ebenso die Kontrollgruppe und die Kombinationspraparatgruppe
(p < 0,0001), die Ameisensduregruppe und die Benzoesduregruppe (p=0,015) und die
Ameisensduregruppe und die Kombinationspraparatgruppe (p <0,0001). Ein tendenzieller
Unterschied lag zwischen der Benzoesduregruppe und der Kombinationspriparatgruppe vor

(p = 0,055).
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3.8.2 Ergebnisse zur scheinbaren Gesamttraktverdaulichkeit

Die scheinbare Gesamttraktverdaulichkeit ist der Anteil eines Rohnéhrstoffs, der nicht wieder
mit dem Kot ausgeschieden wird.

In der Tabelle 38 ist die scheinbare Gesamttraktverdaulichkeit der Rohndhrstoffe sowie von
Phosphor und Kalzium als Mittelwert und Standardabweichung der Rohnidhrstoffe in %
angegeben.

Tabelle 38: Scheinbare Gesamttraktverdaulichkeit der Rohnihrstoffe fiir die vier
Versuchsgruppen [%]

Gruppe Kontrolle Ameisensdure Benzoesiure Kombination
n' n n n
Rohasche 7 454+3,13 7 435+£406 6 420+465 6 464+9,16
Rohprotein 7 813+329 7 799+386 6 80,1+330 6 800+3729
Rohfett 7 81,0£520 7 822+516 6 819+425 6 855+3,78
Rohfaser 6 286+132 7 264+124 6 163+9,06 6 240+10,8
Phosphor 7 61,8£240 7 639+£6,15 6 60,8£504 6 483+2473
Kalzium 7 61,3+£6,02 7 608+£909 6 635+£705 6 51,3+£219

' Anzahl der Tiere

Zwischen den Gruppen konnten keine signifikanten Unterschiede gefunden werden.
Numerisch konnten Abweichungen bei der Benzoesduregruppe beziiglich der Rohfaser
festgestellt werden. In dieser Gruppe liegt die Rohfaserverdaulichkeit mit 16,29% deutlich
unter den Werten der anderen Gruppen. Aufillig ist jedoch, dass die scheinbare praecaecale
Rohfaserverdaulichkeit groBer ist als die scheinbare Gesamttraktverdaulichkeit. Die
Ergebnisse der Phosphormessung in der Kombinationspréparatgruppe zeigen eine sehr grofle

Streuung. Dieser Wert ist damit kaum verlasslich.

3.9. Ergebnisse zu den Koloniebildenen Einheiten (KbE) von Escherichia coli

Um eine quantitative Aussage iiber die E.coli-Population in den einzelnen Darmabschnitten
machen zu kénnen, wurde Material aus proximalem, distalem Jejunum und Colon entnommen
und auf Endoagar angeziichtet. Tabelle 39 stellt die Ergebnisse der Auszdhlung nach der
Anzucht als Mittelwert mit Standardabweichung im Gruppenvergleich dar. Zur

Vereinfachung der Datenansicht sind die Werte in logarithmierter Form angegeben.
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Tabelle 39: Koloniebildene Einheiten von E.coli fiir die vier Versuchsgruppen [log
KbE/g Feuchtgewicht]

Gruppe Kontrolle Ameisensdure Benzoesdure Kombination

1
n n

prox. Jejunum 1 2,85 0 - 1,35+0,49 2,72+ 1,61

n n
2 4
dist. Jejunum 6 339+132" 3 143+023" 6 222+072™ 6 321+0,97™"
Colon 6 525+127 6 326+080 7 428+237 6 518+147

' Anzahl der Tiere

® Werte mit unterschiedlich hochgestellten Buchstaben innerhalb einer Zeile unterscheiden sich
tendenziell (p <0,1)

Es konnten bei den Versuchstieren nur wenig Proben aus dem proximalen Jejunum gewonnen
werden, deshalb ist eine statistische Auswertung nicht moglich. Bei der Betrachtung der
Proben aus dem distalen Jejunum konnte ein tendenzieller Unterschied (p = 0,068) zwischen
der Kontroll- und der Ameisensduregruppe festgestellt werden. Im Colon waren numerische
Unterschiede festzustellen. Die Kontrollgruppe wies mit 5,25 den hochsten Wert an KbE von
E.coli auf, wihrend die Ameisensduregruppe mit 3,26 einen deutlich geringeren Wert an KbE

aufwies.

3.10. Ergebnisse zur Multiplex-Polymerasekettenreaktion (MPCR)

Mittels der Multiplex-PCR sollten E.coli-Isolate auf ihre eventuell vorhandenen
Pathogenititsgene hin untersucht werden. Tabelle 40 zeigt in einer Zusammenfassung sowohl
die Anzahl der gewonnenen Isolate als auch die Anzahl der Isolate, die positiv fiir einen oder
mehrere Pathogenitidtsgene waren. Der untere Teil der Tabelle benennt die Pathogenitétsgene,
die in den einzelnen Darmabschnitten (auch in Kombinationen) gefunden wurden und zeigt

den Mittelwert an koloniebildenden Einheiten, aus denen diese Isolate gewonnen wurden.
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Tabelle 40: Ergebnisse der MPCR zu Pathogenitiitsgenen von E.coli

Gruppe Kontrolle Ameisensdure Benzoesdure Kombination
Anzahl der Tiere 7 7 7 6
E.coli-Isolate 108 74 110 131
pos. E.coli Isolate 7 10 13 21
Anzahl positiver Tiere 5 4 2 3
Anzahl positiver Isolate in % 6,48 13,51 11,82 16,03
Darm- Pathogenitéts-
abschnitt gene Kontrolle Ameisensiure Benzoesdure Kombination
prox Jejunum est-11 - - - 2,2x10°
est-I11 6,3x 10° 2,9x 10 1x 10’ 9,2x 10*
dist. Jejunum FedA 3 x 10* (1 Tier) - - -
est-11 - 1,2x 10° 1,4x 10 2x10°
est-II, FedA 3,14x 107 2,6x 107 - -
Colon fas 1,4 x 10° (1 Tier) - - -

Bei ndherer Betrachtung der Ergebnisse konnte festgestellt werden, dass in den Proben der
Sauregruppen mehr positive E.coli-Isolate gefunden wurden als in der Kontrollgruppe. Ein
Vergleich der Tieranzahl bei denen diese Isolate gefunden wurden, zeigte aber, dass in der
Kontrollgruppe mehr Tiere positive Isolate aufwiesen als in den Séuregruppen. Zusétzlich ist
auffillig, dass die Diversitit der Pathogenititsgene in den Sduregruppen viel geringer war als
in der Kontrollgruppe. In den Sauregruppen war das est-II Gen dominant. Lediglich in der
Ameisensduregruppe taucht ein zweites Pathogenititsgen auf (Fedd), welches in
Kombination mit es#-I] agiert. Im Gegensatz dazu zeigen sich in der Kontrollgruppe auf die

Darmabschnitte verteilt, vier verschiedenen Kombinationen von Pathogenitétsgenen.

3.11. Ergebnisse zur Denaturierenden Gradientengelelektrophorese (DGGE)

Die Diversitdt der eubakteriellen Populationen im Kot und in der Digesta der Versuchstiere
wurde anhand der DGGE ermittelt. Hierfiir wurden verschiedene Okologische Indizes
herangezogen. Beriicksichtigt wurden der Speziesreichtum (Richness), die Gleichverteilung
der einzelnen bakteriellen Zellen innerhalb von Populationen einer Spezies (Evenness), die
Gleichverteilung individueller Spezies innerhalb der gesamten bakteriellen Population
(Shannon-Index) sowie die Dominanzverhéltnisse der verschiedenen Spezies in der

Gesamtpopulation (Simpson-Index).

Hohere Werte von Richness, Evenness und Shannon-Index sowie niedrigere Werte beim

Simpson-Index entsprechen dabei einer héheren Diversitit und Homogenitét der bakteriellen
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Population. Als Vergleich dienten hier die Kotproben, die am 5., 9. und 14. Tag nach dem

Absetzen genommen wurden, wie auch die Digestaproben vom Totungstag.
Ergebnisse zum 5. Versuchstag nach dem Absetzen

Die folgende Tabelle 41 zeigt die errechneten Okologischen Indizes, Richness, Shannon-
Index, Evenness und Simpson-Index als Mittelwerte mit Standardabweichungen. Zum Einsatz
kamen die gewonnenen Kotproben, die am 5. Tag nach dem Absetzen von jedem Ferkel
gesammelt wurden.

Tabelle 41: Okologische Indizes im Kot am 5. Tag nach dem Absetzen fiir die vier
Versuchsgruppen (n=7)

Gruppe Kontrolle Ameisensdure  Benzoesdure Kombination
Richness 28,4 + 4,65 25,6 + 6,85 27,6 £9,83 33,4 +16,6
Shannon- Index 3,25+ 0,20 2,87 £ 0,80 3,19+ 0,39 3,41 £0,94
Evenness 0,97 £ 0,03 0,89 + 0,24 0,98 £ 0,01 1,00 £ 0,11
Simpson- Index 0,04 £ 0,01 0,05+ 0,01 0,05 + 0,02 0,06 £+ 0,06

Zwischen den einzelnen Gruppen ergaben sich fiir keinen der oOkologischen Indizes

signifikante Unterschiede.
Ergebnisse zum 9. Versuchstag nach dem Absetzen

In der unten aufgefiihrten Tabelle 42 sind die Ergebnisse der 6kologischen Indizes fiir den
Kot der Tiere am 9. Versuchstag als Mittelwerte mit Standardabweichung aufgefiihrt. Die

Versuchstieranzahl betrug in jeder Gruppe 7 Tiere.

Tabelle 42: Okologische Indizes im Kot am 9. Tag nach dem Absetzen fiir die vier
Versuchsgruppen (n =7)

Gruppe Kontrolle Ameisensdure  Benzoesdure Kombination
Richness 18,1 +£5,87 22,6 8,16 18,4 + 4,69 19,7 £+ 8,60
Shannon- Index 2,39 +£0,33 2,45+ 0,38 2,49 £0,26 1,94 + 0,95
Evenness 0,84+0,08"  0,80+0,10"  0,87+0,07*  0,68+0,22"
Simpson- Index 0,12+ 0,04 0,12+ 0,06 0,12+ 0,05 0,24 + 0,26

® Werte mit unterschiedlich hochgestellten Buchstaben innerhalb einer Zeile unterscheiden sich
tendenziell (p <0,1)

Am 9. Versuchstag konnte ein tendenzieller Unterschied beim Evennesswert zwischen der
Benzoesdure- und der Kombinationspraparatgruppe festgestellt werden (p=0,08). Alle

weiteren Indizes waren ohne signifikanten Unterschied.
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Ergebnisse zum 14. Versuchstag nach dem Absetzen

In der unten aufgefiihrten Tabelle 43 sind die Ergebnisse der dkologischen Indizes fiir den
Kot der Tiere am 14. Versuchstag als Mittelwerte mit Standardabweichung aufgefiihrt. Die
Versuchstieranzahl betrug fiir jede Gruppe 7 Tiere.

Tabelle 43: Okologische Indizes im Kot am 14. Tag nach dem Absetzen fiir die vier
Versuchsgruppen (n=7)

Gruppe Kontrolle Ameisensdure  Benzoesdure ~ Kombination
Richness 25,0 + 5,54 25,1 £10,46 21,4 +6,35 27,7+3,77
Shannon- Index 2,27 +0,46" 2,27 +0,43" 2,37 + 0,69 3,00 + 0,30
Evenness 0,71 £0,15 0,74 £ 0,18 0,78 £0,20 0,91+ 0,07
Simpson- Index 0,11£0,03*  0,10+0,04®  0,10£0,03*™  0,06+0,02"

® Werte mit unterschiedlich hochgestellten Buchstaben innerhalb einer Zeile unterscheiden sich
tendenziell (p <0,1)

Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen konnten nicht gefunden werden, jedoch gab
es Tendenzen. Beim Shannon-Index lag ein tendenzieller Unterschied zwischen der Kontroll-
und der Kombinationspriparatgruppe (p=0,059) vor. Ebenso zwischen der
Ameisensduregruppe und der Kombinationspréaparatgruppe (p = 0,057).

Ein weiterer tendenzieller Unterschied fand sich beim Simpson-Index zwischen der Kontroll-

und der Kombinationspriparatgruppe (p = 0,058).

3.11.1 Okologische Indizes im Zeitverlauf

Die folgenden Abbildungen 4-11 sollen einen Eindruck von der Entwicklung der einzelnen
okologischen Indizes fiir ein Zeitfenster vom 5. Tag bis zum 14. Tag nach dem Absetzen

vermitteln.
Richness

Die Abbildungen 4 und 5 zeigen die Mittelwerte fiir Richness als Liniendiagramm. Die
Mittelwerte jeder Gruppe sind mit Linien verbunden, um einen Zeitverlauf vom 5. bis zum
14. Tag nach dem Absetzen darzustellen. Zur Ubersichtlichkeit sind jeweils nur zwei Gruppen
in einer Graphik zusammengefasst. Auf der ersten Abbildung (Abbildung 4) stellt die
schwarze durchgehende Linie die Kontrollgruppe und die graue gestrichelte Linie stellt die
Ameisensduregruppe dar. Auf der zweiten Abbildung (Abbildung 5) werden die
Benzoesduregruppe  von  der  schwarzen  durchgezogenen  Linie und  die

Kombinationspraparatgruppe von der grauen gestrichelten Linie dargestellt.
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Abbildung 4: Richnesswerte der Kontroll- und Ameisensiuregruppe im Zeitverlauf vom
5. bis zum 14. Tag nach dem Absetzen
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Abbildung 5: Richnesswerte der Benzoesiure- und Kombinationsgruppe im Zeitverlauf
vom 5. bis zum 14. Tag nach dem Absetzen

93



Ergebnisse

Am 5. Tag nach dem Absetzen waren in der Kombinationspriparatgruppe hohere
Richnesswerte zu verzeichnen als in den {ibrigen Gruppen. Am 9. Tag nach dem Absetzen
kam es in der Kontroll-, Benzoesidure- und Kombinationspréparatgruppe zu einem Abfall der
Richnesswerte, wihrend dann am 14. Tag nach dem Absetzen die Richnesswerte in diesen
drei genannten Gruppen wieder anstiegen, jedoch nicht den Ausgangswert vom 5. Tag
erreichten. In der Ameisensduregruppe ist der Richnesswert fast gleichbleibend. Am 9. Tag
konnte auch hier ein leichter Abfall beobachtet werden, der jedoch sehr viel schwécher
ausgeprdgt war als bei den iibrigen Gruppen. Der Wert vom 14. Tag war in der

Ameisensduregruppe der einzige, der den Richnesswert vom 5. Tag {iberstieg.

Shannon-Index

In der folgenden Abbildung 6 und 7 sind die Mittelwerte des Shannon-Index fiir jede Gruppe
als Liniendiagramm dargestellt. Die Mittelwerte sind durch eine Linie miteinander verbunden,
um einen Zeitverlauf (5. - 14. Tag nach dem Absetzen) darzustellen.

Auf der ersten Abbildung (Abbildung 6) stellt die schwarze durchgehende Linie die
Kontrollgruppe und die graue gestrichelte Linie die Ameisensduregruppe dar. Auf der zweiten
Abbildung (Abbildung 7) werden die Benzoesduregruppe von der schwarzen
durchgezogenen Linie und die Kombinationspréparatgruppe von der grauen gestrichelten

Linie dargestellt.
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Abbildung 6: Shannon-Indizes der Kontroll- und Ameisensiduregruppe im Zeitverlauf
vom 5. bis zum 14. Tag nach dem Absetzen
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Abbildung 7: Shannon-Indizes der Kontroll- und Ameisensiuregruppe im Zeitverlauf
vom 5. bis zum 14. Tag nach dem Absetzen

Die Kontroll-, Ameisensdure- und Benzoesduregruppen zeigten einen deutlichen Abfall des
Shannon-Index vom 5. bis zum 14. Tag mnach dem Absetzen. Bei der
Kombinationspréparatgruppe kam es vom 5. zum 9. Tag zu einem starken Abfall und am 14.
Tag wieder zu einem starken Anstieg des Shannon-Index. Damit ergab sich fiir den
Zeitverlauf in der Kombinationspriparatgruppe ein anderes Muster als fiir die anderen

Gruppen. Auch der Endwert liegt mit 3,00 hoher als in den anderen Gruppen.

Evenness

In der unten aufgefilhrten Abbildung 8 und 9, sind die Evennesswerte fiir die vier
Versuchsgruppen als Mittelwerte dargestellt. Die Mittelwerte der jeweiligen Gruppe sind
durch Linien verbunden, um einen Zeitverlauf vom 5. bis zum 14. Tag nach dem Absetzen
darzustellen.

Auf der ersten Abbildung (Abbildung 8) stellt die schwarze durchgehende Linie die
Kontrollgruppe und die graue gestrichelte Linie die Ameisensduregruppe dar. Auf der zweiten
Abbildung (Abbildung 9) werden die Benzoesduregruppe von der schwarzen
durchgezogenen Linie und die Kombinationspréparatgruppe von der grauen gestrichelten

Linie dargestellt.
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Abbildung 8: Evennesswerte der Kontroll- und Ameisensiuregruppe im Zeitverlauf
vom 5. bis zum 14. Tag nach dem Absetzen
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Abbildung 9: Evennesswerte der Benzoesiure- und Kombinationsgruppe im Zeitverlauf
vom 5. bis zum 14. Tag nach dem Absetzen
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In der Kontroll-, Ameisensdure- und Benzoesduregruppe war ein stetiger Abfall des
Evennesswertes vom 5. bis zum 14. Tag nach dem Absetzen zu beobachten. Im Gegensatz
dazu war bei der Kombinationspraparatgruppe vom 5. zum 9. Tag nach dem Absetzen ein
starker Abfall des Evennesswertes zu bemerken. Am 14. Tag jedoch stieg der Evennesswert
wieder stark an, bis er fast den urspriinglichen Wert (5. Tag 0,97 und 14. Tag. 0,98) erreichte.
Damit unterschied sich die Kombinationspréparatgruppe im Muster ihres Zeitverlaufs

deutlich von den anderen Gruppen.
Simpson-Index

In der Abbildungen 10 und 11 sind die Simpson-Indizes fiir die vier Gruppen als Mittelwerte
im Liniendiagramm dargestellt. Durch die verbundenen Mittelwerte wird der Zeitverlauf vom
5. bis zum 14. Tag nach dem Absetzen dargestellt. Auf der ersten Abbildung (Abbildung 10)
stellt die schwarze durchgehende Linie die Kontrollgruppe und die graue gestrichelte Linie
die Ameisensduregruppe dar.

Auf der zweiten Abbildung (Abbildung 11) werden die Benzoesduregruppe von der
schwarzen durchgezogenen Linie und die Kombinationspriparatgruppe von der grauen

gestrichelten Linie dargestellt.
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Abbildung 10: Simpson-Indizes der Kontroll- und Ameisensiuregruppe im Zeitverlauf
vom 5. bis zum 14. Tag nach dem Absetzen
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Abbildung 11: Simpson-Indizes der Kontroll- und Ameisensiuregruppe im Zeitverlauf
vom 5. bis zum 14. Tag nach dem Absetzen

Die Werte des Simpson-Index stiegen in allen vier Gruppen vom 5. zum 9. Tag hin an. Ein
besonders starker Anstieg ist in der Kombinationspraparatgruppe zu beobachten. Zum 14. Tag
hin zeigten die Simpson-Indizes der Kontroll-, Ameisensidure und Benzoesduregruppe wieder
eine leichte Senkung. In der Kombinationspraparatgruppe kam es vom 9. zum 14. Tag zu
einem sehr starken Abfall des Simpson-Index, so dass wieder der Ursprungswert vom 5. Tag

erreicht wurde (0,06).

Sorensen-Quotient

Der Sorensen-Quotient dient dem einfachen Vergleich von Artengemeinschaften. Der
Vergleich findet hier zwischen den Gruppen statt. Je hoher der S6rensen-Quotient ist (bis 1),
umso grofer ist auch die Ahnlichkeit der Artenzusammensetzung. In Tabelle 44 sind die
Sorensen-Werte fiir die Kotproben der Tage 5, 9 und 14 als Mittelwerte mit

Standardabweichungen als Vergleich zwischen den Gruppen aufgefiihrt.

In diese statistische Auswertung gingen fiir die Gruppenvergleiche derselben Gruppe (z.B.
A und A) je 21 giiltige Félle und fiir die Gruppenvergleiche der Gruppen untereinander (z.B.
A und B) je 49 giiltige Fille ein.
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Der Ubersichtlichkeit halber sind die einzelnen Gruppen mit den Buchstaben A, B, C und D
codiert. (A= Kontrollgruppe, B= Ameisensduregruppe, C= Benzoesduregruppe, D=
Kombinationspréparatgruppe)

Die Tabelle 44 zeigt den Sorensen-Quotient im Gruppenvergleich am 5., 9. und 14. Tag. Der
Vergleich am 5, und 9. Versuchstag zeigt keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen. Am 14. Tag gab es jedoch signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen
Gruppenvergleichen. So lag der Sorensen-Quotient bei A und A numerisch hoher als bei B
und B, C und C sowie D und D. In der Kontrollgruppe war demnach die Ahnlichkeit der

Bakterienpopulation grofler als in den Sauregruppen.

Tabelle 44: Der Sorensen-Quotient im Gruppenvergleich aus Kot am 5., 9. und 14. Tag

Aund A BundB CundC DundD AundB AundC AundD BundC BundD CundD

Soérensen 052+ 046+ 046+ 047+ 052+ 050+ 051+ 048+ 047+ 048+

5.Tag 0,08 0,11 0,11 0,15 0,09 0,10 0,12 0,11 0,12 0,14
Sorensen 0,46+ 046+ 045+ 041+ 041+ 042+ 041+ 045+ 043+ 043%
9.Tag 0,11 0,10 0,13 0,20 0,09 0,12 0,14 0,12 0,12 0,15

Sérensen 053+ 050+ 045+ 051+ 051+ 048+ 045+ 046+ 042+ 0412
14Tag 0,09 011* 0,16® 0,11° 0,09 0,11® 0,10® 0,12 0,10° 0,10

® Mittelwerte mit unterschiedlich hochgestellten Buchstaben unterscheiden sich signifikant

A = Kontrollgruppe, B = Ameisensduregruppe, C = Benzoesduregruppe

D = Kombinationspréparatgruppe

Die folgende Tabelle 45 zeigt detailliert die signifikanten Unterschiede zwischen den

Soérensen-Quotienten sowie Tendenzen am 14. Tag.

Tabelle 45: Signifikante und tendenzielle Unterschiede des Sorensen-Quotienten aus den
Kotproben am 14. Tag

Signifikanter Unterschied p tendenzieller Unterschied p
Au A< BuD. 0,005 BuB < CuD 0,082
Au A CuD. 0,001 DuD < BuD 0,077
DuDeCuD 0,021 AuCe- CuD 0,068
AuB<BuD 0,001
AuB~ CuD <0,001

A = Kontrollgruppe, B = Ameisensiduregruppe, C = Benzoesiuregruppe
D = Kombinationspréparatgruppe
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3.11.2 Ergebnisse der DGGE in Digestaproben

Die Untersuchung der Proben aus dem Magen und Jejunum der Versuchstiere brachten keine
auswertbaren Banden, deshalb sollen hier nur die Ergebnisse aus den Colonproben

besprochen werden.

Die berechneten Okologischen Indizes fiir die Colonproben sind in der Tabelle 46 als
Mittelwerte mit Standardabweichungen aufgefiihrt. Die Versuchstieranzahl betrug in der
Kontroll-,  Ameisensdure- und  Benzoesduregruppe je 7 Tiere. In  der
Kombinationspraparatgruppe betrug die Versuchstieranzahl 6 Tiere.

Tabelle 46: Okologische Indizes der bakteriellen Besiedlung im Colon in den
Versuchsgruppen

Gruppe Kontrolle Ameisensdure Benzoesiure Kombination
n' n n n
Richness 7 200+1193 7 957+6,58 7 145+842 6 13,8+893
Shannon-Index 7 2,35+0,77 7 1,56+062 7 203+075 6 1,87+0,68
Evenness 7 085+0,08 7 080+0,17 7 083+£0,11 6 0,82=£0,12
Simpson-Index 7 0,16+0,13 7 029+0,13 7 021+0,17 6 0,22+0,16

"Anzahl der Tiere

Die hier berechneten 6kologischen Indizes wiesen im Gruppenvergleich keine signifikanten
Unterschiede auf. Es ist jedoch deutlich, dass ein numerischer Unterschied besteht zwischen
der Kontrollgruppe und den Sauregruppen. Die Werte fiir Richness, Shannon-Index und
Evenness lagen in der erst genannten Gruppe hoher als bei den Sduregruppen, wihrend der

Simpson-Index in der Kontrollgruppe deutlich niedriger lag als in den Séuregruppen.
Sorensen-Quotient

Der Sorensen-Quotient dient dem Vergleich der Ahnlichkeit zwischen den Gruppen. In
Tabelle 47 sind die Sorensen-Quotienten als Mittelwerte mit Standardabweichungen
dargestellt. Da ein Tier aus der Kombinationspriparatgruppe am Tag vor der Tétung verstarb,
konnten von diesem keine Digestaproben gesammelt werde. Aus diesem Grund gibt es keine

einheitliche Anzahl an giiltigen Féllen.

Der Ubersichtlichkeit halber sind die einzelnen Gruppen mit den Buchstaben A, B, C und D
codiert. (A = Kontrollgruppe, B = Ameisensduregruppe, C = Benzoesduregruppe, D =

Kombinationspréparatgruppe)
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Tabelle 47: Sorensen-Quotienten im Gruppenvergleich aus den Colonproben

n' AundA n BundB n CundC n DundD n AundB

Sorensen Colon 21 0,37 21 033 21 036 15 0,36 49 0,35
+0,13 +0,16 +0,12 +0,15 +0,15

n AundC n AundD n BundC n BundD n CundD

Sorensen Colon 49 0,35 42 035 49 034 42 031 42 033
+0,15 +0,15 +0,15 +0,14 +0,14

' Anzahl der Tiere
A= Kontrollgruppe, B= Ameisensduregruppe, C= Benzoesauregruppe, D= Kombinationspraparatgruppe

Fir den Sorensen-Quotient wurden im Vergleich der Gruppen keine signifikanten

Unterschiede gefunden.

3.12. Ergebnisse der Realtime-Polymerasekettenreaktion (Realtime-PCR)
Ergebnisse der Realtime-PCR aus dem Magen

Um eine quantitative Aussage tiiber die Zusammensetzung der bakteriellen
Bakteriengemeinschaft in den einzelnen Darmabschnitten machen zu konnen, wurden die
DNA-Extrakte, die aus Digestamaterial gewonnen wurden, auf verschiedene
Bakteriengruppenspezies sowie Pathogenititsfaktoren von E.coli untersucht. Die Tabelle 48

zeigt die Ergebnisse der Realtime-PCR aus den DNA-Extrakten des Mageninhalts.
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Tabelle 48: Ergebnisse der Realtime-PCR aus Mageninhalt [logl0 Zellzahl] und der
Verhiiltnisse [%]

Gruppen Kontrolle Ameisensdure Benzoesédure Kombination
n! Median n Median n Median n Median
3 7,21 6 7,62 7 7,32 3 7 44
Eubakterien
(6,47 - 8,42) (6,43 - 8,01) (6,63 - 8,05) (7,24 - 7,83)
Lactoba- 2 6,53 6 5,73 7 5,52 4 5,06
cillus spp. (5,52 -7,55) (3,75 - 6,24) (4,72 - 7,05) (3,59 - 7.42)
Verhiltnis 2 777 6 1,16 7 5.4 3 0,72
L"C[f;i“b' (2,03 - 13,5) (0,08 - 13,6) (0,48 - 10,3) (0,38 - 38,3)
Eschorichia 5,53 7 5,59 6 5,25 5 5,7
spp._ (5,40 - 6,85) (4,47 - 6,04) (4,91 - 5,56) (5,11 - 5,89)
Verhiltnis 3 4,74 6 1,49 6 1,31 2 0,75
Escher/
Eub.[%] (2,69 - 8,39) (0,07 - 12,8) (0,32 - 1,94) (0,74 -0,75)
6 3,97 6 4,00 7 4,06 6 3,54
elt-14
(3,23 - 4,39) (3,39 - 4,36) (2,37 - 4,31) (2,46 - 421)
Verhiltnis 6 2,39 6 1,54 6 2,8 5 0,91
elt-14/
Escher. [%] (0,11 -7,72) (1,04 - 76,2) (0,28 - 13,8) (0,19 - 4,45)
1 2,41 3 2,23 4 1,91 1 2,62
est-I1
(2,41) (1,78 - 2,34) (1,54 - 2,38) (2,62)
Verhiltnis 0,004 3 0,02 3 0,043 1 0,081
est-1l/
Escher. [%] (0,004) (0,01 - 0,044) (0,015 - 0,066) (0,081)

'Anzahl der positiven Proben

Aufgrund der teilweise sehr geringen Anzahl von positiven Proben konnten keine
statistischen Tests durchgefiihrt werden. Numerisch lassen sich jedoch Unterschiede in den
einzelnen Gruppen feststellen. So ist das Lactobacillus spp/Eubakterien- Verhéltnis in der
Ameisensdure- und der Kombinationspriparatgruppe geringer als in den tibrigen Gruppen.
Ebenso zeigt sich numerisch das Verhéltnis von Escherichia spp./Eubakterien in den
Sauregruppen als geringer als in der Kontrollgruppe. Numerisch ldsst sich auch ein
Unterschied feststellen im  Verhéltnis  elt-IA/Escherichia  spp.. Die  Kombi-
nationspriparatgruppe zeigt einen kleineren Wert als die iibrigen Gruppen. Bei der
Betrachtung der positiven Félle konnte festgestellt werden, dass in der Kontrollgruppe
weniger Lactobacillus spp. im Magen zu finden waren als in den Sduregruppen, diese beiden
Proben jedoch numerisch hoher lagen als die der Sauregruppen. Auch bei den

Pathogenititsfaktoren von E.coli wurde fiir est-II in der Kontroll- und
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Kombinationspriparatgruppe nur eine positive Probe gefunden. Diese Probe wies jedoch
jeweils hohere Werte auf als die Proben aus der Ameisensdure- und Benzoesduregruppe

insgesamt.
Ergebnisse der Realtime-PCR aus dem distalen Jejunum

Die Tabelle 49 stellt die Ergebnisse der Realtime-PCR der DNA-Extrakte aus dem distalen

Jejunum dar.

Tabelle 49: Ergebnisse der Realtime-PCR aus distalem Jejunuminhalt [logl10 Zellzahl]
und der Verhiltnisse [%]

Gruppen Kontrolle Ameisensdure Benzoesiure Kombination
n' Median n Median n Median n Median
. 6 7,91 6 7,69 6,62 4 7,49
Eubakterien
(6,63 -891) (6,63 - 8,30) (6,03 - 8,80) (7,03 - 8,09)
Lactoba- 7 6,93 6 6,57 5,6 5 5,81
cillus spp. (3,73 - 7,64) (4,10 - 7,76) (3,38 - 7,50) (2,71 -7,08)
Verhiltnis
Lact/Eub. © 2,33 6 27,51 1,76 4 6,63
[%] (0,06 -40,9) (0,14 -43,7) (0,06 - 30,0) (1,38 - 14,2)
Escherichia 7 6,78 6 5,59 6,03 6 6,3
spp. (4,71 - 7,69) (5,46 - 6,90) (5,38 - 6,68) (5,94 - 7,67)
Verhiéltnis
Escher./Eub. © 12,1 5 0,3 22,6 4 243
[%] (0,08 - 56,8) (0,19 -7,71) (0,41 - 127) (3,29 - 443)
oli-Id 6 4,13 7 3,93 4,33 4 4,05
(3,44 - 4,93) (3,49 - 4,38) (3,40 - 4,83) (3,57 - 4,26)
Verhiltnis
elt-IA/ 6 0,14 6 1,59 1,58 4 0,41
Escher. [%)] (0,03 - 55,1) (0,13 - 8,31) (0,08 - 28.,0) (0,04 - 0,92)
ost I 4 3,23 3 2,58 3,04 5 2,52
(2,63 -4,23) (1,16 -2,72) (2,07 - 3,87) (1,50 - 6,23)
Verhdltmis 0,031 3 0,092 0,58 5 0,009
est-11/
Escher [%] (0,002 - 0,073) (0,002 - 0,178) (0,03 - 0,45) (0,002 - 3,63)

' Anzahl der positiven Proben

Auch bei der Untersuchung der distalen Jejunumproben auf quantitative Unterschiede
verschiedener Bakterienspezies und Pathogenitdtsfaktoren von E.coli konnten statistisch keine
signifikanten Unterschiede gefunden werden. Die Anzahl der Lactobacillus spp.-positiven
Proben war in der Kontroll- und Kombinationspréparatgruppe hoher als im Magen. Auch die
Zahl der Eubakterien und est-II-positiven Proben ist in diesen beiden Gruppen im Gegensatz

zum Magen deutlich gestiegen.
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Ergebnisse der Realtime-PCR aus dem Colon

In der unten aufgefiihrten Tabelle S0 sind die Ergebnisse der Realtime-PCR der DNA-
Extrakte aus dem Coloninhalt in zur Basis 10 logarithmierter Form als Median mit Minimum-

und Maximumangabe aufgefiihrt.

Tabelle 50: Ergebnisse der Realtime-PCR aus Colon [logl0 Zellzahl] und der
Verhiiltnisse [%]

Gruppen Kontrolle Ameisensdure Benzoesdure Kombination
n' Median n Median n Median n Median
.5 9,84 7 9,75 5 9,33 6 8,85
Eubakterien
(9,05 - 11,0) (7,94 - 10,5) (8,29 - 10,1) (7,72 - 10,5)
Lactoba- 5 7,14 7 6,3 5 5,44 6 5,61
cillus spp. (4,29 - 7,62) (4,38 - 7,77) (4,57 - 7,49) (5,02 - 7,78)
Verhiltnis 5 0,04 7 0,04 5 0,02 6 0,075
Lac[f;//iub' 0-0.21) (0,03 - 0,21) (0-0,29) (0,01 -0,35)
Escherichia 7 7,13 7 6,39 7 7,48" 6 7,67
Spp- (6,31 - 8,98) (6,05 - 7,57) (6,77 -8,54) (7,15 - 9,32)
Verhiltnis 5 0,18 7 0,02* 5 1,48% 6 8,39"
Escher./Eub.
%] (0,01 - 16,66) (0 - 42,05) (0,05 - 15,21) (1,99 - 52,55)
olt-Id 4 3,68" 6 3,53 4 3,33% 5 4,44°
(1,70 - 4,06) (2,82 - 3,79) (2,93 - 3,45) (3,86 - 4,61)
Verhiltnis
elt-14/ 4 0* 6 0,195 4 0,005 5 0,04
Escher. [%)] (0 - 0,03) (0 -0,55) (0 - 0,04) (0-0,2)
wstoll 2 1,87 3 1,77 2 1,44 5 2,88
(1,42 - 2,32) (1,28 -2,03) (0,87 - 2,01) (1,77 - 7,66)
Verhiltnis 2 0,001 3 0,005 2 0 5 0,004
est-1l/
Escher. [%] (0 - 0,002) (0,002 - 0,01) (0-0) (0 - 5,06)

1 Anzahl der positiven Proben

® Mediane mit unterschiedlich hochgestellten Buchstaben innerhalb einer Zeile unterscheiden sich
signifikant (p < 0,05)

Bei dieser Untersuchung ergaben sich einige signifikante und tendenzielle Unterschiede

zwischen den Gruppen. Bei der Betrachtung der Escherichia spp. bestand ein signifikanter
Unterschied zwischen der Ameisensdure- und Benzoesduregruppe (p = 0,025), sowie
zwischen der Ameisensdure- und der Kombinationspriparatgruppe (p = 0,015) und ein
tendenzieller Unterschied zwischen der Kontroll- und der Ameisensduregruppe (p = 0,064).
Das Verhiltnis der Escherichia spp. zu den Eubakterien unterschied sich signifikant zwischen

der Ameisensdure- und Kombinationspriparatgruppe (p = 0,022).

104



Ergebnisse

Bei der Untersuchung des Pathogenititsfaktors elt-I4 zeigten sich signifikante Unterschiede
zwischen der Kontroll- und der Kombinationspriparatgruppe (p = 0,05), zwischen der
Ameisensdure- und der Kombinationspriparatgruppe (p = 0,006) sowie zwischen der Benzoe-
und Kombinationspriparatgruppe (p = 0,014).

Das Verhiltnis von positiven Proben mit dem Pathogenitatsfaktor elt-IA zur Escherichia spp.
wies signifikante Unterschiede zwischen der Kontroll- und Ameisenséuregruppe (p = 0,037)
und der Ameisensdure- und Benzoesduregruppe (p = 0,052), sowie tendenziell zwischen der

Kontroll- und Kombinationspraparatgruppe (p = 0,071) auf.
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4. Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung verschiedener organischer Sduren als
Futterzusatzstoff bei frith abgesetzten Ferkeln (23.Tag) und deren Einfluss auf die intestinale
Mikrobiota. Weiterhin sollten Effekte auf den Gesundheitsstatus und die Kondition
beobachtet werden. Zusitzlich sollte gekldrt werden, ob einzelne Fiitterungssduren oder
Kombinationen aus mehreren Sduren unterschiedliche Effekte ausiiben. Auch war die Frage
zu kldren, wie hoch der Anteil der supplementierten Sdure war, der in der Digesta des
Verdauungstraktes dem tierischen Organismus zur Verfiigung stand, sowie die Frage nach
moglichen Einfliissen der Futterzulagen auf die Chymusqualitit und —zusammensetzung.
Uber den Nachweis der Konzentrationen mikrobiell gebildeter Metaboliten in der Digesta
erfolgte eine indirekte Bestimmung der Effekte auf die intestinale Mikrobiota. Eine
Feststellung der direkten Auswirkung der Futterzusitze auf die bakterielle Zusammensetzung
(Bakterienzahl und —diversitét) wurde {iber mikro- und molekularbiologische Untersuchungen
durchgefiihrt. Durch molekularbiologische Methoden (Denaturierende Gradienten-
gelelektrophorese = DGGE; Realtime-PCR) und die Analyse der bakteriellen
Stoffwechselaktivitéiten sollte geklart werden, inwieweit organische Séuren einen qualitativen
und quantitativen Einfluss auf die bakterielle Zusammensetzung der Mikrobiota des
Verdauungstraktes haben.

Um eine praxisnahe Studie durchzufiihren, wurde beim Einsatz der Sduren auf die
vorgeschriebenen Hochstmengen geachtet (Benzoesdure nach der EU-Verordnung (EG) Nr.
1730/2006; Ameisensdure und Zitronensdure laut Futtermittelzusatzstoffverordnung Anhang
IT der Richtlinie 70/524/EWG 1). Prinzipiell muss beim Einsatz von Futterzusatzstoffen die
wirtschaftliche Rentabilitit beachtet werden. Ein Futterzusatzstoff der in seiner Anschaffung
teurer ist als letztendlich an tierischem Produkt zu erwirtschaften ist, wird in der Praxis keine
Anwendung finden.

Da das friihe Absetzalter ebenfalls von wirtschaftlichem Interesse ist, frith abgesetzten
Ferkeln jedoch die Moglichkeit der Azidierung ihres Mageninhalts fehlt, sind organische
Sduren auch hier ndher in den Blickpunkt geraten. Aus diesem Grund wurden in der

vorliegenden Arbeit Ferkel im Alter von 23 Tagen fiir den Fiitterungsversuch herangezogen.
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4.1 Leistungsparameter

Der Leistungsversuch zeigte, dass durch die Zulagen verschiedener Sduren im Vergleich zur
Kontrollgruppe eine Steigerung der Leistungsparameter moglich war.

Statistische Unterschiede der Lebendmassezunahme waren allerdings nur in der 5.
Versuchswoche zu verzeichnen. Hier zeigte die mit Ameisensdure supplementierte Gruppe
eine signifikante Steigerung zur Kontrollgruppe. Jedoch auch in den Wochen davor
(ausgenommen die 3. Versuchswoche) konnte numerisch eine hohere Lebendmassezunahme
bei der mit Ameisensdure supplementierten Gruppe im Gegensatz zur Kontrollgruppe
beobachtet werden. Bezogen auf den Gesamtversuch konnte so eine Steigerung der
Lebendmassezunahme um 10,5% erreicht werden. Dieses Versuchsergebnis bestétigt das
Ergebnis eines dhnlichen Versuchs von Partanen et al. (2007). In dieser Studie wurde
ebenfalls Ameisensdure (allerdings 8 g/kg Futter) bei Absetzferkeln eingesetzt, wodurch es zu
einer Steigerung der Lebendmassezunahme in der Ameisensiduregruppe im Vergleich zur
Kontrollgruppe kam. Auch der Futteraufwand konnte in dieser Studie, durch die

Ameisensduresupplementierung gesenkt werden.

Der in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrte Leistungsversuch zeigte eine gerringgradige
Steigerung der Futteraufnahme bei den Gruppen die mit Ameisensdure- oder Benzoesdure
supplementiert waren, im Gegensatz zur Kontrollgruppe. Das ldsst darauf schlieen, dass der
Geschmack des Futters nicht negativ beeinflusst wurde. Die Futteraufnahme der
Kombinationspraparatgruppe lag nur geringgradig unter der der Kontrollgruppe. Nach einer
Zusammenfassung von Partanen und Mroz (1999), wird der Zitronensdure zwar ein negativer
Effekt beziiglich der Futteraufnahme besonders bei jungen Ferkeln zugesprochen, was jedoch
in der vorliegenden Untersuchung nicht bestitigt werden konnte. Da dem
Kombinationspraparat ein Aromastoff zugesetzt wurde (Cuxarom spice®), ist der
geschmackliche Einfluss durch die Zitronensdure in diesem Punkt scheinbar zu

vernachldssigen.

Der Futteraufwand der Ameisensduregruppe wurde geringgradig gegeniiber der

Kontrollgruppe vermindert. Dieser Effekt war jedoch statistisch nicht nachweisbar.

Mit der Supplementierung von Benzoesdure lag die Lebendmassezunahme insgesamt um

durchschnittlich 6,7% hoher als bei Ferkeln ohne Saurezulage.

Auch in einer Untersuchung von Torrallardona et al. (2007) konnte mit dem Einsatz von
Benzoesdure ein positiver Effekt auf die Leistungsdaten von Absetzferkeln gezeigt werden.

Durch die Benzoesduresupplementierung (0,5%) kam es hier zur Steigerung der téglichen
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Lebendmassezunahme, des Futterverzehrs und zur Senkung des Futteraufwands.

In einer weiteren Studie zur Benzoesdure von Kluge et al. (2006) konnte ebenfalls eine
Verbesserung der Wachstumsleistung festgestellt werden, die hauptsdchlich auf eine

verbesserte Nahrstoffverdaulichkeit zuriickzufithren war.

Das Kombinationspraparat wies im hier durchgefiihrten Versuch mit einer Verbesserung der
Zunahme um 4,1% gegeniiber der Kontrolle das insgesamt niedrigste Wirkungspotential auf.
Der Futteraufwand lie dagegen mit 3,2% eine deutliche Reduktion gegeniiber der

Kontrollgruppe erkennen.

In der Literatur zeigt der Einsatz von Zitronensdure im Vergleich zu anderen organischen
Séuren auch eine geringere Steigerung der Leistungsparameter (Radecki et al. 1988; Risley et

al. 1992).

Radcliffe et al. (1998) untersuchten den Effekt von Zitronensduresupplementierung in
verschiedenen Konzentrationen (Experiment 1 = 0%, 1,5% und 3%; Experiment 2 = 0% und
2%) bei Ferkeln mit unterschiedlichen Absetzgewichten (Experiment 1 = 7,4 kg, Experiment
2 = 9,6 kg) auf die Leistungsparameter : durchschnittliche tigliche Gewichtszunahme,
Futteraufwand und Kalziumverdaulichkeit. Bei den Absetzferkeln mit einem niedrigen
Anfangsgewicht konnten fiir die Leistungsparameter signifikante Unterschiede festgestellt
werden, wihrend in Experiment 2 keine signifikanten Unterschiede festgestellt wurden. Auch
Roth et al. (2005) beschreiben fiir die Di- und Tricarbonsduren Fumarsdure, Zitronenséure
und Apfelsiure eine Verbesserung des Gewichtszuwachses bei Absetzferkeln von 4 - 19%
und eine Sekung des Futteraufwands von 5 - 9%. Die optimale Dosierung der Zitronensiure
lag nach ihren Erkenntnissen bei 4,5%.

Da die Kontrollgruppe in keinem der untersuchten Leistungsparameter bessere Ergebnisse
aufwies als die iibrigen Sduregruppen, diese hingegen trotz kaum vorhandener statistischer
Absicherungen jeweils verbesserte Leistungsparameter zeigten, kann davon ausgegangen
werden, dass die Supplementierung von Ameisen- und Benzoesdure sowie des
Kombinationspréparates einen geringen steigernden Effekt auf die Leistungsparameter hatte.
Auch Roth et al. (2005) bestitigten, dass besonders unter den Monocarbonsiuren
Ameisensdure, Milchsdure und Sorbinsdure einen eindeutig positiven Effekt auf die tdgliche
Zunahme (8 - 27%) und den Futteraufwand (2 - 8%) hatten, wahrend Propionsdure und
Essigsdure eine wesentlich geringere oder {iberhaupt keine Wirkung hatten. Nach Roth ef al.
(2005) beruhen die unterschiedlichen Resultate hauptsdchlich auf der Art der organischen

Saure und deren Eigenschaft (z.B. pKs-Wert), der eingesetzten Menge und einer bei hoher
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Dosierung hédufig auftretenden Beeintrachtigung der Futteraufnahme der Tiere. Innerhalb der
von ihnen untersuchten Dosierungsbereiche erreichte die Ameisensdure beim Gehalt von

1,2% das Maximum der leistungsfordernden Wirksamkeit.

4.2 Ameisensaure- und Benzoesaurekonzentration und Einsatz der Sduren

Die eingesetzten Mengen an organischen Sduren richteten sich nach den gesetzlichen
Vorgaben. Es wurden 5 g/kg Benzoesdure, wie in der EU-Verordnung (EG) Nr. 1730/2006 als
Mindestgehalt vorgegeben, eingesetzt. Fiir die Ameisen- und Zitronensdure gibt es keine
vorgeschriebenen Hochstwerte. Zur Vergleichbarkeit wurden jedoch ebenfalls 5 g/kg
Ameisensdure und 5 g/kg des Kombinationspriaparates eingesetzt.

Beziiglich der Wirtschaftlichkeit ist bei Untersuchungen mit organischen Sduren auch zu
bedenken, dass sie fir den Anwender rentabel sein miissen. Die Effekte besonders im
Hinblick auf die Steigerung der Leistungsparameter miissen immer mit den Kosten fiir das
Fiitterungsadditiva abgeglichen werden.

Auch das Alter der Tiere beim Absetzen ist von Bedeutung. Die Féahigkeit zur Anséuerung
des Mageninhaltes ist bei frith abgesetzten Ferkeln (vor dem 28. Lebenstag) noch nicht so
entwickelt wie bei dlteren Tieren. So kann durch die zusétzliche Ansduerung des Futters von
einer guten Hilfestellung beziiglich der Azidierung ausgegangen werden (Stuke 2003).

In Untersuchungen zur Toxizitit der Ameisensdure erkannte bereits Marlorny (1969), dass die
Absorption der Ameisensdure schon im Magen beginnt.

Auch in der hier untersuchten Fragestellung konnte bestitigt werden, dass der Anteil an
Ameisensdure und Benzoesdure im Laufe des Verdauungstraktes stark reduziert wird. Schon
im Magen reduzierte sich die Konzentration der eingesetzten Sdure um ca. 50-60%, und die
scheinbare praecaecale Verdaulichkeit betrdgt sogar mehr als 99%. Es ist deshalb davon
auszugehen, dass in den hinteren Darmabschnitten keine Séure mehr zur Verfiigung steht. In
einer Studie von Roth et al (2005) verhielt sich die Konzentration der zugesetzten
Ameisensdure selbst bis zum Ende des Diinndarms proportional zur Dosierung im Futter und
war im Caecum und Colon nicht mehr nachweisbar. Mogliche Effekte im hinteren Teil des
Verdauungstraktes konnen demzufolge nur sekundidr sein und beruhen somit auf

Veranderungen der Mikrobiota im vorderen Teil des Verdauungstraktes.
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4.3 Verdaulichkeit der Rohnéahrstoffe

Im Hinblick auf die Verdaulichkeit der Rohnéhrstoffe und Aminoséuren zeigt die Literatur, je
nach Einsatz und Dosis der organischen Fiitterungssdure, unterschiedliche
Versuchsergebnisse.

Giesting und Easter (1991) waren die Ersten, die eine nicht-signifikante Steigerung der
scheinbaren ilealen Rohproteinverdaulichkeit beim Einsatz von 20 g Fumarsdure/kg Diét
(Mais/Soja-Diét) feststellten. Andererseits beobachteten Bolduan ef al. (1988) beim Einsatz
von Ameisensdure keinen Effekt auf die Rohproteinverdaulichkeit.

Mroz et al. (2000) fanden heraus, dass die Supplementierung von 300 mEq Ameisensdure/kg
Futter bei Aufzuchtschweinen (30 kg) die scheinbare praecaecale Aminosdureverdaulichkeit
fiir Arginin, Methionin und Cystein um 5,4% signifikant verbesserte. In einer fritheren Studie
berichteten Mroz et al. (1997; 2000) von einer signifikanten Steigerung der scheinbaren
praecaecalen Verdaulichkeit essentieller Aminosduren (ausgenommen Arginin, Methionin
und Cystein) um 5,4% und dem Rohprotein bei einer Ameisensduresupplementierung von
1,38% bei Mastschweinen, wihrend eine Studie im Jahre 2002 (Mroz et al.) keine Steigerung
der scheinbaren praecaecalen Verdaulichkeit der Trockenmasse und des Rohproteins beim
Einsatz von Ameisensdure bei Mastschweinen nachweisen konnte.

Auch Babinszky et al.  (1998) untersuchten die Wirkung von  1%iger
Ameisensduresupplementierung in einer Didt fiir Absetzferkel und fanden eine signifikante
Verbesserung der scheinbaren praecaecale Verdaulichkeit von Rohprotein und Aminoséuren
um 4,6%, wohingegen Gabert ef al. (1995) keinen Effekt (p > 0,05) der Ameisensdure auf die
Verdaulichkeit von Aminosduren bei Absetzferkeln fanden. Diese unterschiedlichen
Ergebnisse stehen sicherlich mit den unterschiedlichen Versuchsansdtzen in Verbindung. So
spielt die Hohe des Ameisenséureeinsatzes, die Zusammensetzung des Grundfutters wie auch
das Alter der Tiere eine ausschlaggebende Rolle.

In der vorliegenden Untersuchung konnten keine signifikanten Unterschiede in der
scheinbaren praecaecalen und scheinbaren Gesamttrakt- Rohndhrstoffverdaulichkeit gefunden
werden. Aufillig war jedoch, dass die scheinbare praecaecale Rohfaserverdaulichkeit grof3er
war als die scheinbare Gesamttraktverdaulichkeit. Dieses Ereignis ist als sehr
unwahrscheinlich einzustufen und macht damit die Messergebnisse wenig verlésslich.
Moglich ist hier, dass es sich um einen methodischen Messfehler handelt. Bei der
Untersuchung der Aminosdurenverdaulichkeit konnte, ganz im Gegensatz zu den Studien von

Mroz et al. (1997; 2000), ein signifikanter Unterschied der scheinbaren praecaecalen
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Verdaulichkeit von Methionin und Cystein gefunden werden. Die Kontrollgruppe wies eine
signifikant ~ hohere = Methioninverdaulichkeit  auf als die  Benzoe-  und
Kombinationspraparatgruppe. Die Ameisensduregruppe zeigte die hochste scheinbare
praecaecale Verdaulichkeit an Methionin und unterschied sich damit ebenfalls signifikant von
der Benzoesdure- und Kombinationspraparatgruppe. Die Aminosdure Cystein zeigte in der
Kontrollgruppe die hochste scheinbare praecaecale Verdaulichkeit und unterschied sich damit
signifikant von der Ameisenséuregruppe. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit der
Untersuchung von Mroz et al. (2000), in denen es ebenfalls zu einer signifikanten Steigerung
der Verdaulichkeit von Methionin und Cystein kam.

Methionin und Cystein sind die beiden einzigen schwefelhaltigen Aminosduren, wobei
Methionin eine essentielle und Cystein eine semiessentielle Aminosdure ist. Im
Stoffwechselgeschehen ist Methionin ein Lieferant von Methylgruppen z.B. fiir die
Biosynthese von Cholin, Kreatin, Adrenalin, Carnitin, Nukleinsduren, Histidin, Taurin und
Glutathion. Cystein ist ebenfalls an der Biosynthese von Kreatin beteiligt. Durch die
verbesserte Verdaulichkeit von Methionin und Cystein sind folglich positive Effekte auf den
tierischen Organismus zu erwarten.

Weitere  Unterschiede in  der  scheinbaren  praecaecalen und  scheinbaren
Gesamttraktverdaulichkeit beziiglich der Rohnérstoffe konnten in der hier vorliegenden
Studie zwischen den Gruppen nicht festgestellt werden. Die Beeinflussung der Verdaulichkeit

beim Einsatz organischer Sduren ist demnach also von untergeordneter Rolle.

Ein weiterer Aspekt dieser Arbeit war die Untersuchung der Absorption und Retention von
Mineralstoffen, da viele der organischen Sduren (Zitronenséure, Ameisensdure, Fumarséure,
Milchsdure und Propionsédure) laut Literatur einen positiven Effekt auf die Kalzium- und
Phosphorabsorption haben.

Laut Jongbloed et al. (1987) steigern niedrigere intestinale pH-Werte die Loslichkeit von
Phytinphosphor, was wiederum die Absorption verbessert.

Organische Sduren konnen ebenfalls die Retention von Mineralstoffen beeinflussen.
Kirchgessner und Roth (1980) berichteten, dass sich bei einer Supplementierung von 20 g/kg
Fumarsdure zu einer Diit fiir Absetzferkel die Balance von Kalzium, Phosphor, Magnesium
und Zink um 14, 13, 21 bzw. 43% verbesserte. Nach ihren Erfahrungen ist das Ausmal} des
Effektes der organischen Sduren auch vom Typ und der Mineralstoffzusammensetzung der
Didt abhingig. In einer Didt mit suboptimalem Zinkgehalt und Einsatz von 15 g

Zitronensdure/kg zur Didt konnten die Zinkmangelsymptome (Parakeratosis) reduziert
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werden, jedoch gab es keine signifikanten Effekte auf die Absorption und Retention von Zink
oder anderen Mineralien (Kalzium, Phosphor, Magnesium, Eisen, Kupfer und Mangan)
(Hohler und Pallauf 1993; Hohler und Pallauf 1994).

In der vorliegenden Studie konnten statistisch keine Unterschiede in der Verdaulichkeit von
Kalzium und Phosphor festgestellt werden. Bei der praecaecalen Kalziumverdaulichkeit war
jedoch numerisch eine Erhoéhung in der Kombinationspréparatgruppe gegeniiber der
Kontrollgruppe zu verzeichnen. Durch die hohe Streuung der Werte ist dieses Ergebnis

statistisch jedoch nicht abgesichert.

4.4 Zusammenhinge des pH-Wertes und der Pufferkapazitit des Futters auf Effekte im

Gastrointestinaltrakt

In der vorliegenden Untersuchung konnte kein Einfluss der supplementierten Séuren auf den
pH-Wert der Digesta festgestellt werden. Lediglich die Ameisenséduregruppe zeigte eine
numerische Verringerung des pH-Wertes im proximalen Jejunum im Vergleich zu den
anderen Gruppen. Die Senkung des pH-Wertes durch die Zulage organischer Sduren wird
auch in der Literatur diskutiert.

Risley et al. (1992), untersuchten den Einsatz von 1,5% Fumarsidure, sowie 1,5%
Zitronensdure bei Absetzferkeln im Alter von 21 Tagen, wobei die zugefiihrten Séuren keinen
Effekt auf den pH-Wert im Magen, Jejunum, Caecum und unteren Colon hatten.

Einige Autoren vermuten, dass methodische Fehler der Grund sind, warum es in einigen
Studien beim Zusatz von organischen Sduren zur Absenkung des Magen pH-Wertes kommt
(Bolduan 1988; Eidelburger 1992; Radcliffe et al. 1998). Haufig sind bei den Messungen des
pH-Wertes im Magen keine signifikanten, jedoch numerische Effekt zu verzeichnen (Scipioni
1978; Burnell et al. 1988; Risley et al. 1992; Gabert 1995). Sehr starke Schwankungen des
pH-Wertes in den Messungen im Mageninhalt indizieren bereits, dass es schwierig ist,
reprisentative Proben zu gewinnen. So kdnnen die Anteile von Futter und Exkreten von Probe
zu Probe variieren. Digestaproben fiir pH-Wertmessungen miissen generell von Schweinen
genommen werden, die alle im gleichen Zeitabstand zur letzten Fiitterung getdtet wurden. Die
Variationen, die der pH-Wert im Gastrointestinaltrakt iiber den Tag betrachtet erreicht, sind
grof3. Deshalb muss die Probennahmezeit zur Fiitterungszeit standardisiert werden, um
vergleichbare Aussagen treffen zu konnen. Zusétzlich sollten die Proben aus spezifischen
Bereichen des Magens stammen. Ohne einen festen Zugang zum Magen des Tieres fiir eine
permanente pH-Messung, ist es schwer, objektiv den Effekt der organischen Sduren auf den

gastrointestinalen pH-Wert zu beurteilen (Partanen und Mroz 1999).
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Eine viel diskutierte Zielsetzung des Einsatzes von organischen Sduren in der Ferkelfiitterung
ist die Verminderung des pH-Wertes und der Pufferkapazitit des Futters, um die Proteolyse
im Magen des Tieres zu unterstiitzen. Deshalb stellt sich die Frage, ob nicht die Steigerung
des Gehalts an Protonen (H+) im Futter, z.B. zur Supplementierung einer anorganischen
Sdure, alleine schon leistungsfordernd wirkt. In Fiitterungsversuchen konnte jedoch gezeigt
werden, dass beispielsweise o-Phosphorsdure selbst bis zu einer Dosierung von 3,55%
wirkungslos blieb, und dass Zusédtze von Salzsdure oder Kalziumchlorid sogar starke
Einbriiche im Gewichtszuwachs und Futterverzehr, sowie Entgleisungen des Séure-Basen-
Haushalts auslosten (Giesting und Easter 1986; Roth und Kirchgessner 1989). Diese Befunde
lassen darauf schliefen, dass die nutritive Wirksamkeit von Sdurezusitzen weniger auf der
Verminderung des pH-Werts (Steigerung der Konzentration an H") beruht, sondern eher
durch die Konzentration der undissozierten Sdure vermittelt wird (Roth und Ettle 2005).

Statt die Absenkung des pH-Wertes fiir eventuelle positive Effekte der organischen Sduren
verantwortlich zu machen, ist es durchaus wahrscheinlicher, dass die Sduren an sich eine
antibakterielle Wirkung erzielen. So ist z.B. die Benzoesédure eine schwache Sdure mit einem
hohen pKs-Wert, und liegt damit im Magen und Diinndarm in undissoziierter Form vor. Die
undissoziierte Form wird dann passiv in die Bakterienzelle aufgenommen, wo sie dissoziiert
und dadurch in den Bakterienstoffwechsel eingreift, was letztendlich zum Absterben der
Bakterienzelle fiihrt (Jensen 2001).

In einer Studie von Kluge et al. (2006) fiihrte der Einsatz von Benzoesdure in einer
Konzentration von 20 g/kg Futter zu keiner Reduktion des gastrointestinalen pH-Wertes,
jedoch zu einer Reduktion der bakteriellen Mikrobiota (Milchsdurebakterien und
Laktobazillen). Eine Supplementierung von 2% Benzoesdure ist jedoch nach der EU-
Verordnung (EG) Nr. 1730/2006 nicht zuldssig und kann sogar zu Schidigungen der
Schleimhiute des Gastrointestinaltraktes fiihren.

Ebenfalls wird in der Literatur die Pufferkapazitit sduresupplementierter Diédten diskutiert. So
ist nach Bolduan (1988) der zu beobachtende Unterschied beziiglich der Leistungsparameter
bei sduresupplementierten Didten wahrscheinlich auf die unterschiedliche Pufferkapazitit
zurlickzufithren. Die Pufferkapazitit variiert betrdachtlich zwischen einzelnen Futtermitteln.
Die Saurepufferkapazitdt ist am niedrigsten in Getreide- und Getreidenebenprodukten, mittel
bis hoch in proteinreichen Futtermitteln und sehr hoch bei Futter mineralischen Ursprungs,
wie Dikalzium und Mononatriumphosphat (Jasaitis 1987). Auch die Form der

Titrationskurven variieren stark zwischen den einzelnen Futtermitteln (Wohlt 1987). Deshalb
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wird ein Zusammenhang zwischen der Absenkung des pH-Wertes und der Pufferkapazitét der
Diét im Hinblick auf positive Effekte vermutet.

Bei den in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen des Futters, konnten statistisch keine
Unterschiede der Pufferkapazitit zwischen den Gruppen festgestellt werden. Numerisch lag
die Pufferkapazitdt des Kontrollfutters sogar unter der der Sauregruppen. Ein positiver Effekt
durch die geringere Pufferkapazitit in der Kontrollgruppe konnte jedoch nicht nachgewiesen
werden.

Nach Roth und Kirchgessner (1989) reduziert die Supplementierung organischer Sduren den
pH-Wert der Diédt kurvenformig, abhingig vom pKs-Wert der jeweiligen Sdure und der
Pufferkapazitdt der Didt. Der pH-Wert absenkende Effekt verschiedener Sduren verhélt sich
in der folgenden Reihenfolge: Weinsdure > Zitronensdure > Apfelsdure > Fumarsidure >
Milchsdure und Ameisensdure > Essigsdure > Propionsdure. Die Salze organischer Sduren
haben nur einen geringen Einfluss auf den pH-Wert der Didt. Der Zusatz von Proteinen und
Mineralstoffquellen zur Diét hat einen abschwichenden Effekt auf die pH-Wertabsenkung der
Séure (Roth und Kirchgessner 1989). Wichtig ist hierbei natiirlich auch die eingesetzte Menge
der organischen Sdure. Die in der hier vorliegenden Studie eingesetzten Mengen von 0,5%
reichten flir eine Absenkung des pH-Wertes im Verdauungstrakt scheinbar nicht aus. Auch
fiir eine effektive Verdnderung der Pufferkapazitit war die eingesetzte Menge nicht
ausreichend.

Schon Roth ef al. (1992) fanden in Untersuchungen heraus, dass der pH-Wert der Digesta nur

durch hohere Dosierungen (z.B. 1,8 bzw. 2,4% Ameisensdure) beeinflusst wird.

4.5 Harn-pH und Hippurséurebestimmung

Wie in der Literatur beschrieben, kam es auch in der vorliegenden Studie zur starken
Erhohung der Hippursédure im Harn der Tiere mit Benzoesdurezulage und zur Absenkung des
Harn-pH-Wertes. So zeigten Biihler et al. (2006), dass der Einsatz von 1% Benzoesdure zur
Diédt bei Schweinen in der Wachstumsphase zu einer Erhohung des Hippursduregehaltes im
Harn und zur Absenkung des pH-Wertes um eine pH Einheit fiihrt.

In der vorliegenden Untersuchung zeigten die Tiere der Benzoesduregruppe einen ca. 40-fach
hoheren Hippursdurewert im Harn als die Tiere der Kontrollgruppe. Auch die Werte der
Kombinationspréparatgruppe lagen 25-mal hoher als die der Kontrollgruppe. Wichtig ist
hierbei, dass diese Konzentrationsmessungen nicht als absolute Werte zu verstehen sind. Die

Werte fiir die Hippursdurekonzentration erscheinen allgemein als sehr hoch. Mdoglich wére
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hier ein Fehler in der Berechnung der Verdiinnung, damit wiirden aber die starken
Abweichungen zwischen den Werten erhalten bleiben und somit auch die wichtige Aussage
beziiglich der Benzoesdureverstoffwechselung in Hippursiure.

Es ist weder bekannt wie viel Benzoesédure die Versuchstiere vor ihrer Tétung aufgenommen
haben und wie viel Harn bereits abgesetzt worden war, noch wie viel Glycin im tierischen
Organismus fiir die Bildung von Hippursdure zur Verfiigung stand. Aussagekriftig sind hier
nur die stark signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. Diese starken Erhéhungen
der Hippursdure bei der Supplementierung von Benzoesidure wurden bereits bei Bridges et al.
(1970) beobachtet. Bei Untersuchungen mit Schweinen wurde gezeigt, dass beim Einsatz von
50 mg/kg Benzoesdure 80% dieser Sdure innerhalb von 24 h als Hippursdure im Harn
ausgeschieden wurde. Die verbleibenden 20% wurden im Organismus als Benzoylglucuronid
und Benzoesdure gefunden, wobei beim Abbau der Benzoylglucuronide mdglicherweise
Benzoesdure anfiel.

Durch die Bindung des Harn-Ammoniaks wird, nach Literaturangaben (den Brok 1999) die
Ammoniakemission um bis zu 30% reduziert.

Die Ergebnisse der Harn-pH Untersuchung ergaben signifikante Unterschiede zwischen den
Gruppen. Die Tiere der Kontrollgruppe hatten einen um mehr als eine pH-Einheit hoheren
Harn-pH Wert als die der Benzoesduregruppe. Auch der Harn-pH der Tiere aus der
Ameisensduregruppe war mit mehr als einer pH-Einheit signifikant héher als der der
Benzoesduregruppe. Damit bestdtigt sich also auch die Aussage aus der Literatur, dass der
Zusatz von Benzoesdure den Harn-pH senkt und damit ein antimikrobieller Effekt in der

Harnblase entsteht (Mroz et al. 2000; Biihler et al. 2006).

4.6 Durchfall und Ferkelverluste

Durchfille waren aufgrund von Stressfaktoren (Futterumstellung, Umstallung usw.)
insbesondere in den ersten Tagen nach dem Absetzen zu erwarten. Die Beobachtungen der
Kotkonsistenzen zeigten aber in diesem Versuch, dass Durchfille kaum auftraten und dann
auch nur von kurzer Dauer (max. 2 Tage) und geringgradiger Schwere waren. Die betroffenen
Tiere wurden dadurch gesundheitlich kaum beeintrichtigt, was sich in der weiter steigenden
Lebendmassezunahme zeigte.

Zu bemerken war allerdings, dass in der Ameisensduregruppe wihrend des gesamten
Versuchs kein Tier mit Durchfall zu beobachten war, wihrend in den {iibrigen Gruppen

maximal 2 Tiere ein Durchfallgeschehen zeigten. Bei Untersuchungen von Tsiloyiannis et al.
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(2001) war es ebenfalls die Ameisensduregruppe, die das geringste Vorkommen von
Durchfallerkrankungen im Vergleich zur Kontrollgruppe und anderen Sduregruppen zeigte.
Das geringgradige Auftreten von Durchfall bei den Versuchstieren lag zum einen sicher an
den vor Ort sehr guten Haltungs- und Umgebungsbedingungen (Raumklima, Temperatur,
Lichtprogramm) und an der geringen Ferkeldichte. Da die Tiere zu zweit bzw. zu dritt
aufgestallt waren und die Boxen jeden Tag griindlich gereinigt wurden, war das Risiko einer
Ansteckung durch das Fressen von Kot erkrankter Tiere nur sehr gering.

Zum anderen kann von einem positiven Effekt der supplementierten organischen Sduren auf
die Gesundheit der Ferkel ausgegangen werden, denn durch den guten Gesundheitsstatus der
Versuchsgruppentiere war die Moglichkeit der Ansteckung der Kontrolltiere mit pathogenen
Keimen infolge des niedrigen Keimdruck eher gering.

In einer Untersuchung von Tsiloyannis ez al. (2001) wurden 384 Absetzferkel im Alter von 28
Tagen auf das Vorkommen des PWD-Syndroms bei Supplementierung verschiedener
organischer Sduren untersucht. Unter anderem kamen 1,2% Ameisensdure und 1,5%
Zitronensdure zum Einsatz. Es stellte sich heraus, dass sowohl die Inzidenz als auch die
Schwere der Durchfallerkrankungen signifikant reduziert war, im Vergleich zur
Kontrollgruppe.

Die Untersuchung der Trockenmasse des Kotes im Zeitverlauf vom 5., 9. und 14. Tag nach
dem Absetzen und der Trockenmasse der Digesta vom Tdtungstag zeigte keinen signifikanten
Unterschied.

In der Kombinationspraparatgruppe war der Verlust von einem Ferkel zu verzeichnen. Nach
einer Untersuchung durch das Institut fiir Pathologie der Freien Universitdt Berlin wurde
festgestellt, dass die Todesursache in einer Septikdmie, hervorgerufen durch eine
hochgradige, akute, katharrhalisch-eitrige Bronchopneumonie, bestand. Es ist anzunehmen,
dass es keinen Zusammenhang zwischen der Erkrankung und der speziellen Fiitterung des

Tieres gibt.

4.7 Einfluss der verschiedenen organischen Sduren auf die Mikrobiota des Verdauungstraktes
von Absetzferkeln

4.7.1 Bakterielle Stoffwechselmetabolite

Zur Analyse der bakteriellen Stoffwechselaktivitidt wurden als Indikator die Konzentrationen

fliichtiger Fettsduren (FFS), [D(-)- und L(+)]- Laktat und der Ammoniumionen herangezogen.
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Veranderungen der intestinalen Mikrobiota zeigen sich fiir gewo6hnlich bei der Bildung von
Laktat, Ammonium und fliichtigen Fettsduren. Dabei muss jedoch bedacht werden, dass die
Stoffwechselprodukte durch ihre stindigen Umbau- und Abbauprozesse, kein statisches Bild,

sondern nur eine Momentaufnahme des ,,Ist-Zustandes* liefern konnen.

Laktat

Die Milchsdurebakterien sind ein wichtiger Bestandteil der ,,gesunden gastrointestinalen
Mikrobiota des Schweins. Eine wichtige und dominante Gruppe in Magen und Diinndarm
stellen hierbei die Laktobazillen dar (Pryde et al. 1999; Al Jassim 2003). Nach Danielson et
al. (1989) wirken E.coli und Milchsdurebakterien antagonistisch zueinander. Als Beispiel
inhibieren Milchsdurebakterien die Ansiedlung und Proliferation von FE.coli Bakterien
(Blomberg et al. 1993) indem sie intestinale E.coli Bakterienrezeptoren blockieren und
toxische Metabolite sekretieren.

Milchsédurebakterien sind zur Energiegewinnung auf Kohlenhydrate angewiesen, die sie in der
Glycolyse zu Laktat umwandeln und dieses dann als Endprodukt ausscheiden. Laktat kommt
in zwei enantiomeren Formen vor. Entsprechend gibt es auch zwei Formen des Anions, die
man nach ihrer Ausrichtung in der Fischer-Projektion als D(-)- und L(+)-Form bezeichnet.
Die beiden Isomeren D(-)- und L(+)-Laktat sind ihrer Entstehung nach als ,,biologisch" zu
bezeichnen. Dieser weitgehende Begriff sagt grundsétzlich nichts {iber ihre Vertrdglichkeit
und Wirkung im Organismus aus. Darum muss man weiter differenzieren und untersuchen, ob
beide Formen auch ,,physiologisch" sind. Fiir L-Milchsédure fillt das Resultat eindeutig aus:
Seit Cori und Cori (1929) an der Ratte bewiesen haben, dass nur dieses Isomer in der
Glykolyse entsteht und fiir die Resynthese von Glukose und Glykogen verwertet wird, gilt
L(+)-Laktat als ,,das physiologische Isomer". D(-)-Laktat ist dagegen schwieriger zu
beurteilen. Wegen seiner erheblichen Ausscheidung im Harn von Ratten nach peroraler Gabe
(Cori 1929; Medzihradsky und Lamprecht 1966) wird es als ,,unphysiologisch", im Sinne von
nicht vom Wirt verwertbar, angesehen. Die bei Wiederkduern beschriebene D-Milchsdure-
Azidose (Dunlop und Hammond 1965) vervollstindigt das Bild einer allgemeinen
Unvertrdglichkeit.

Diese und weitere Befunde haben auch gezeigt, das D(-)-Laktat fiir bestimmte Bakterienarten
der Gastrointestinalflora ein ,,biologisches" Produkt, aber fiir den Wirtsorganismus eine

,pathologisch" wirkende Verbindung sein kann (Giesecke 1985).
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Die hier vorliegende Untersuchung erbrachte kaum signifikante Unterschiede der
Laktatkonzentration in den Darmabschnitten im Gruppenvergleich. Bei der Betrachtung des
Gesamtlaktats konnte festgestellt werden, dass im proximalen Jejunum eine signifikante
Erhohung des Laktatgehaltes der Kombinationspriparatgruppe im Gegensatz zur
Ameisensduregruppe vorlag. Auch im distalen Jejunum der Kombinationspriaparatgruppe war
die Gesamtlaktatkonzentration noch deutlich hoher als in den iibrigen Gruppen. Auftéllig war
ein starker Abfall des Gesamtlaktats in der Kombinationspraparatgruppe im Colon, im
Gegensatz zu den iibrigen Gruppen. Da weitere Untersuchungen zeigten, dass die Ameisen-
und Benzoesdure im Laufe des Verdauungstraktes stark in ihrer Konzentration sanken, und im
hinteren Verdauungstrakt davon ausgegangen werden kann, dass keine Sdure mehr vorlag,
kann vermutet werden, dass es bei der Ameisensdure- und Benzoesduregruppe zu einer
Hemmung der gesamten Milchsdurebiota kam, wihrend in der Kombinationspraparatgruppe
das Wachstum der Milchsdurebakterien gefordert wurde. Diese Vermutung wird von dem
Anteil von D(-)-Laktat untermauert, da sich in der Kontrollgruppe der numerisch grof3te
Anteil an D(-)-Laktat im Magen findet. Die Sduregruppen weisen im Magen alle weniger
D(-)-Laktat auf, was die Vermutung zulésst, dass die organische Sdure das Wachstum der
Milchséurebakterien hemmt.

Beim L(+)-Laktat zeichnet sich ein etwas anderes Bild ab. Hier ist der L(+)-Laktatgehalt der
Kontrollgruppe im Magen tendenziell niedriger als in der Kombinationspréparatgruppe.
Numerisch liegen hier auch die L(+)-Laktatkonzentrationen der Ameisen- und
Benzoesduregruppe unter der der Kombinationspriparatgruppe. Bis zum distalen Jejunum
zeigt die Kombinationspriaparatgruppe durchgehend hohere L(+)-Laktatkonzentrationen als
die iibrigen Gruppen. Durch diese Konzentrationssteigerung kann von einem positiven Effekt
fiir das Wirtstier ausgegangen werden. Im Colon kommt es jedoch zum starken Abfall der
Konzentration, so dass hier die Kombinationspraparatgruppe den niedrigsten Wert im
Vergleich zu den anderen Gruppen erzielt.

In einer Studie von Roth und Ettle (2005), konnten beim Einsatz von Ameisenséure eine
deutliche Senkung der Laktatkonzentration im Diinndarm festgestellt werden.

Die Benzoesdure zeigte ebenfalls in Untersuchungen einen antimikrobiellen Effekt im Magen
und Jejunum (Kluge et al. 2006). Die Zahl der aeroben-, anaeroben- und Milchsdurebakterien
wurde im Magen beachtlich reduziert, wobei der Effekt dosisabhingig war.

Winkenwerder (1999) und Kulla (2001) zeigten, dass geringe Mengen an Laktat und
fliichtigen Fettsduren im Magen von Ferkeln gebildet werden. Konzentrationen von L(+)-

Laktat liegen hiernach im Magen bei 1 — 3 mmol/kg Digesta und fliichtige Fettsduren bei 5 —
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7 mmol/kg Digesta. Im Jejunum liegt die Konzentration von L(+)-Laktat 4 — 10-mal hoher als
im Magen, wihrend die Konzentration der fliichtigen Fettsduren nur etwas hoher ist als im
Magen (Kluge et al. 20006).

Auch die Tiere der hier vorliegenden Studie zeigten eine hohere Konzentration an L(+)-Laktat
im Magen im Vergleich zum Jejunum.

Das Verhiltnis von L(+)-Laktat zu D(-)-Laktat war im Jejunum deutlich zum L(+)-Laktat hin
verschoben, was wiederum als giinstig fiir das Wirtstier einzustufen ist.

Die Untersuchung der Zellzahl an Lactobacillus spp. mittels der Realtime-PCR
vervollstindigte das Bild iiber die bakterielle Gruppe der Milchsdurebildner. Hier konnten im
Magen keine Unterschiede zwischen den Gruppen gefunden werden. Betrachtete man jedoch
das Verhiltnis der Eubakterien zu den Lactobacillus spp., konnte man feststellen, dass der
prozentuale Anteil an Laktobazillen in der Kontrollgruppe héher lag als in den Séuregruppen.
Auch im distalen Jejunum gab es keine Unterschiede zwischen den Gruppen. Bei der
Betrachtung des Verhiltnisses Eubakterien zu Lactobacillus spp. war auffillig, dass der
prozentuale Anteil in der Ameisenséuregruppe bis zu 4-mal hoher lag als in den iibrigen
Gruppen. Hier war allerdings auch eine sehr hohe Streuung zu bemerken. Wihrend es bis zum
distalen Jejunum hin noch deutliche Unterschiede zwischen den Gruppen gab, war im Colon,
wie auch schon bei den vorherigen Laktatuntersuchungen zu bemerken, kein Unterschied
mehr vorhanden. Der Einfluss der eingesetzten Sduren scheint also auf die Bakterien im

Colon keinen Einfluss mehr zu haben.

Fliichtige Fettsduren (FFS)

Fliichtige Fettsduren (FFS) sind Endprodukte der mikrobiellen Fermentation von
Kohlenhydraten und Proteinen (Bach Knudsen et al. 1991). Fiir den Magen-Darmtrakt sind
sie in mehrfacher Hinsicht bedeutsam, da einzelne kurzkettige FFS eine antimikrobielle
Wirkung gegen pathogene Bakterien aufweisen und ihre Anwesenheit somit als
gesundheitsfordernd angesehen wird (Rolfe 2000). Welche FFS bei der Fermentation
entstehen, héngt jedoch zum einen stark mit der bakteriellen Population des
Verdauungstraktes zusammen und bietet dadurch Riickschliisse auf eben jene Mikrobiota,
zum anderen mit den zur Verfiigung stehenden verdaulichen Substraten in der Digesta.

FFS wie Acetat, Propionat, Butyrat und Valeriat enthalten noch mehr als 60% der Energie aus

den, fiir den Wirt nicht verdaulichen Kohlenhydraten und stehen dem Wirt somit wieder zur
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Verfiigung. Vermutet wird, dass Monogastrier zwischen 20 — 30% ihres Energiebedarfs iiber
die Metabolisierung von FFS decken (Bergman 1990; Cummings und Macfarlane 1997).

Bei der Untersuchung der FFS in der hier vorliegenden Studie konnten kaum signifikante
Unterschiede zwischen den Gruppen gefunden werden. Im Magen konnten lediglich bei der
n-Valeriansdure signifikante Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe, die eine geringere
Konzentration aufwies, und der Ameisensduregruppe festgestellt werden. Ein ebenfalls
signifikanter Unterschied wurde zwischen der erhohten Konzentration in der
Ameisensduregruppe, im Gegensatz zu einem niedrigen Konzentrationswert in der
Benzoesduregruppe, gefunden. Numerisch war festzustellen, dass bei der Essigsdure die
Mediane bei der Kontrollgruppe und der Kombinationspraparatgruppe deutlich hoher lagen
als bei der Ameisensdure- und der Benzoesduregruppe. Ebenso bestand ein numerischer
Unterschied bei der Propionséure zwischen der Kontrollgruppe mit einem deutlich hoheren
Konzentrationswert und den Sduregruppen, wobei die Benzoesduregruppe nur gering unter
dem Wert der Kontrollgruppe lag. Essigsdure, Propionsdure und n-Buttersdure sind die
Hauptprodukte des bakteriellen Metabolismus (Kobayashi und Sakata 2006). Eine Erh6hung
dieser FFS lésst auf einen regen Stoffwechsel schlieen. Es ist deshalb anzunehmen, dass in
der Kontroll- und Kombinationspraparatgruppe eine grofere Menge metabolisch aktiver
Bakterien vorlag als in der Ameisen- und Benzoesduregruppe.

In vitro Untersuchungen an unterschiedlichen Zelllinien zeigten, dass verschiedene FFS schon
in physiologischer Konzentration zytotoxische Effekte verursachen konnen (Sakurazawa und
Ohkusa 2005). So bewirkten 2,7 mM n-Buttersdure und 5,0 mM n-Valeriansdure bereits den
Zelltod der eingesetzten Zelllinie.

Im proximalen Jejunum konnten auf Grund der geringen Probenanzahl in der Kontroll-,
Ameisensdure- und Kombinationspriparatgruppe keine statistischen Tests zur Priifung auf
Signifikanzen herangezogen werden. Auch die numerische Untersuchung ergab kaum
Unterschiede zwischen den Gruppen. Erwartungsgemél waren die Fettsduren Propionsaure, i-
Buttersdure und n-Valeriansdure in den vier Gruppen im proximalen Jejunum nicht oder nur
teilweise nachweisbar.

Ebenso konnten auch im distalen Jejunum keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen festgestellt werden. Die FFS Propionsdure, i-Buttersdure, n-Buttersdure und n-
Valeriansdure kamen erwartungsgemil nur in sehr geringen Konzentrationen in den
Digestaproben vor. Die i-Buttersdure war im distalen Jejunum nicht nachzuweisen.

Die verzweigten FFS i-Valeriansdure und i-Buttersdure gelten als potenziell toxische

Substanzen und als peptidolytische Abbauprodukte (Topping und Clifton 2001). Ein erhéhter

120



Diskussion

Anteil spricht fiir eine vermehrte Nutzung von Proteinen, bei dem auch zusitzlich toxische
Substanzen wie Ammoniak, Amine, fliichtige Phenole und Indole entstehen (Lalles et al.
2007). Wie erwartet, fand die Hauptproduktion der FFS im Colon statt, da dies bei Schweinen
und anderen Omnivoren der vorrangige Ort der Kohlenhydratfermentation ist (Kobayashi und
Sakata 2006). Statistisch konnten bei den Proben aus dem Colon keine signifikanten
Unterschiede festgestellt werden. Die Konzentrationen an Essigsdure und Propionsiure lagen
im Vergleich zu den anderen FFS deutlich hoher, wobei die Essigsdure- und
Propionsdurekonzentrationen in der Benzoesduregruppe den hochsten Wert erreichten. Da
Propionat iiber die Pfortader zur Leber transportiert wird und dort in der Gluconeogenese
verarbeitet wird, wéihrend das Acetat der Essigsdure im peripheren Gewebe fiir den
Fettstoffwechsel herangezogen wird (Bergman 1990; Cummings und Macfarlane 1997), ist
davon auszugehen, dass eine hohere Konzentration an Essig- und Propionsdure einen
positiven Effekt fiir die Energiebilanz des Wirtstieres hat.

Kluge et al. (2006) verwendeten ausschlieBlich die Essigsdure als Indikator fiir den
Stoffwechsel der fliichtigen Fettsduren, da sie nach Franklin et al. (2002) als die Wichtigste
anzusehen ist. Essigsdure dient den Myozyten als wichtige Energiequelle (Bergman 1990). In
der erwdhnten Untersuchung von Kluge et al. (2006) wurde festgestellt, das der Einsatz von
Benzoesédure zu einer deutlichen Reduktion der Essigsdure im Duodenum fiihrt. Dieser Effekt
ist wahrscheinlich assoziiert mit einer Reduktion der gram-negativen Bakterienzellzahl der
Familie der Acetobacteriaceae und Enterobacteriaceae, die hauptsdchlichen Produzenten von
Essigsdure im Diinndarm. Auch in einer Untersuchung von Franco ef al. (2005) kam es beim
Einsatz eines Sduregemisches aus Fumar- und Ameisensdure zu einer Reduktion der
Acetatkonzentration und zu einer Erhdhung der Butyratkonzentration in der
Diinndarmdigesta. Butyrat wird hauptsidchlich im intestinalen Epithel verwertet und konnte in
Untersuchungen auch im peripheren Blutkreislauf nachgewiesen werden (Imoto und Namioka
1978; Bach Knudsen 2003). In der hier vorliegenden Studie konnte beziiglich der Buttersdure
festgestellt werden, dass das Verhiltnis n- zu i- Buttersdure bei der Benzoesduregruppe im
Colon mit 1,09: 1 doppelt so hoch lag wie in den anderen Gruppen (0,4 - 0,58: 1).
Ausschlieflich in der Benzoesduregruppe wurde also gleichviel n- Buttersdure zu i-
Buttersdure gebildet. Die n-Buttersdure dient den Colonozyten als wichtige Energiequelle
(Wang und Friedman 1998; Topping und Clifton 2001). Deshalb ist anzunehmen, dass in der

Benzoesduregruppe energetisch giinstigere Verhéltnisse vorlagen.
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Ammonium

Ammoniak, worunter man im Folgenden die Summe von NH ;3 + NH," zu verstehen hat, ist
im physiko-chemischen Sinne ein korrespondierendes Saure (NH4")-Base(NH3)-Paar. Da NH;
als neutrales Molekiil dhnlich wie CO, die Zellmembranen leicht durchdringen kann, das
NH4-Ion dagegen nicht oder zumindest wesentlich langsamer, kann ein
Konzentrationsausgleich fiir NH; zwischen extra- und intrazellularem Raum angenommen
werden (Langendorf 1969).

Ammonium/Ammoniak, Amine und Amide, die nach der Proteolyse entstehen, werden fiir
den Wirtsorganismus als toxisch eingestuft. /n vitro filhren Ammonium-Salze zu einer
Verschiebung der Stoffwechsellage in Richtung einer gesteigerten Ketogenese (Langendorf
1969).

Die Ammoniumionenkonzentration, die im luminalen Inhalt des Gastrointestinaltraktes
gemessen wird, gestattet jedoch keine eindeutige Aussage iiber ihre tatsdchliche Freisetzung,
Absorption oder bakterielle Fixierung, weil diese Ereignisse hauptsidchlich in der mukosalen
Schicht bzw. auf der Oberfldche der Epithelzellen stattfinden.

In einer Studie von Roth und Ettle (2005) konnte beim Einsatz von Ameisensdure eine
deutliche Senkung der Ammoniakkonzentration im Magen festgestellt werden. Die Reduktion
der bakteriellen Population steht in direktem Bezug zu einer niedrigeren Konzentration an
Ammoniak in Digesta. Eidelsburger et al. (1992) beobachteten nach einer Supplementierung
von 12,5 g/kg Ameisensdure eine signifikante Reduktion der Ammoniakkonzentration im
Verdauungstrakt von Ferkeln. In den Studien von Bolduan et al. (1988), Eckel et al. (1992)
und Stuke (2003) wurde dagegen keine Reduktion der Ammoniakkonzentration durch den
Einsatz organischer Sduren in Digesta von Ferkeln gefunden.

Nach Gedek (1974), Kozasa (1986) sowie Roth und Kirchgessner (1988) lassen hohe
Ammoniakgehalte auf eine gesteigerte mikrobielle Aktivitdt schlieBen, was auch auf eine
Vermehrung coliformer Keime hindeutet. Diesen Effekt kann man auch in der hier
durchgefiihrten Untersuchung feststellen. Obwohl keine statistisch signifikanten Unterschiede
beziiglich der Ammoniumkonzentration festgestellt werden konnten, ist doch auffillig, dass
die Konzentration an Ammonium in allen drei untersuchten Magen-Darmabschnitten im
Vergleich zu den Sauregruppen, in der Kontrollgruppe numerisch hoher lag. Diese
Beobachtung ist mit einer tendenziellen Erhohung der koloniebildenen Einheiten von E.coli in
der Kontrollgruppe gegeniiber der Ameisensduregruppe im distalen Jejunum assoziiert.

Ebenfalls besteht ein numerischer Unterschied zwischen einer erhohten Zahl an

122



Diskussion

koloniebildenen Einheiten von E.coli im Colon der Kontrollgruppe zur Colondigesta der
Ameisensduregruppe. Bei der molekularbiologischen Untersuchung der DNA-Digestaproben
der einzelnen Darmabschnitte konnten beziiglich der Escherichia spp. Zellzahl im Magen
keine Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen festgestellt werden. Im distalen Jejunum
und im Colon zeigten sich aber auch hier Unterschiede in der Escherichia spp. Zellzahl. Bei
der Untersuchung des distalen Jejunums war auffillig, dass die Kontrollgruppe hohere
Zellzahlen an Escherichia spp. aufwies als die Sduregruppen. Im Colon bestand ein
signifikanter Unterschied zwischen der Ameisensdure- und Benzoesduregruppe, sowie
zwischen der Ameisensdure- und der Kombinationspraparatgruppe und ein tendenzieller
Unterschied zwischen der Kontroll- und der Ameisensduregruppe, wobei die
Ameisensduregruppe jeweils die geringste Zellzahl an Escherichia spp. aufwies. Beziiglich
der Ammoniumkonzentration war in der Kontrollgruppe eine stets hohere
Ammoniumkonzentration zu verzeichnen als in den Sauregruppen. Eine Reduktion von

Enterobakterien in den Sduregruppen ist also anzunehmen.

4.7.2 Untersuchungen zum Einfluss auf die E.coli-Population

Um quantitativ eine Aussage iiber die Anzahl der koloniebildenen Einheiten (KbE) von E.coli
machen zu kénnen, wurden Digestaproben gleich nach der Tétung der Tiere bakteriologisch
untersucht. Dabei konnte durchweg hohere KbE von E.coli in der Kontrollgruppe im
Vergleich zu den Sauregruppen festgestellt werden. Ein statistisch abgesichertes Ergebnis
zeigte sich im distalen Jejunum. Hier ergab sich eine Tendenz zwischen erh6hten Werten in
der Kontrollgruppe und verringerten Werten in der Ameisensduregruppe. Im Hinblick auf die
Keimzahl von E.coli beim Einsatz von Ameisensidure konnten Partanen et al. (2007) ebenfalls
eine Reduktion der KbE im Vergleich zur Kontrollgruppe wihrend der Absetzperiode
feststellen.

Im vorliegenden Versuch waren im proximalen Jejunum und Colon zumindest numerische
Unterschiede zu beobachten. Auch hier lagen die E. coli KbE der Kontrollgruppe hdher als in
den Sauregruppen. Die Kombinationspriparatgruppe ergab dagegen kaum einen Unterschied
zur Kontrollgruppe. Die eingesetzte Zitronensdure scheint also keinen erweiterten positiven
Effekt auf die KbE-Reduktion von E.coli zu haben. Dies bestitigt auch eine Studie von Risley
et al. (1992), welche E.coli und Milchsdurebakterien bei Absetzferkeln (21d) mit einer
Supplementierung von entweder 1,5% Fumarsdure, sowie 1,5% Zitronensdure untersuchten.
Bei beiden organischen Sduren konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen

und der Kontrollgruppe festgestellt werden.
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Laut Kluge et al. (2006) reduziert der Einsatz von Benzoesdure die Bakterienanzahl in der
Diinndarmdigesta. Dabei kommt es jedoch nicht nur zur Reduktion der gram- negativen
Bakterien, sondern der allgemeinen Bakterienpopulation (aerobe-, anaerobe- und
Milchsdurebakterien).

Das Ergebnis der vorliegenden Untersuchung bestétigt die Beobachtungen aus der Literatur.
Wenn auch statistisch keine signifikanten Unterschiede vorlagen, so war dennoch eine
numerische Reduktion der KbE von E.coli in der Benzoesduregruppe gegeniiber der

Kontrollgruppe zu beobachten.

Von den angeziichteten E.coli Kolonien wurden jeweils 10 Kolonien pro Platte abgenommen.
Aus diesen Proben wurde die DNA isoliert, um mittels der Multiplex-PCR die
Pathogenititsfaktoren zu untersuchen. Diese Methode barg einige Schwierigkeiten. Zum
einen wurden diejenigen FE.coli-Stimme kultiviert, die quantitativ am héaufigsten im
jeweiligen Darmabschnitt vorkamen. So ist es mdoglich, dass E.coli-Stimme mit geringem
Vorkommen auf den Agarplatten von E.coli-Stimmen mit hdufigem Vorkommen
tiberwuchert wurden. Zum anderen war da die willkiirliche Abnahme der Kolonien von der
Platte. Im ungiinstigsten Fall wurden so von einer Platte nur Kolonien eines E.coli-Stammes
abgenommen. Andererseits ermoglicht diese Vorgehensweise auch eine quantitative Aussage,
da die Wahrscheinlichkeit oftmals denselben Stamm abzunehmen grofer ist bei einem hohen
Auftreten des Stammes. So konnte in der Multiplex-PCR gezeigt werden, dass in den
Sauregruppen zwar mehr E.coli-Isolate gefunden wurden, die einen Pathogenititsfaktor
aufwiesen, dass aber die Varianz an Pathogenititsfaktoren geringer war als in der
Kontrollgruppe.

Da bei der Multiplex-PCR in einem Zielansatz mehrere Primer eingesetzt werden, besteht die
Schwierigkeit dieser Methode darin, fiir alle Primer optimale Reaktionsbedingungen zu
schaffen. So werden einzelne Zielsequenzen trotz aller Bemithungen haufig benachteiligt oder
bevorzugt (Pass et al. 2000). In der vorliegenden Untersuchung betrug die geringste
Konzentration eingesetzter Ziel-DNA aus Referenzstimmen, die nach der Multiplex-PCR in
der Agargelelektrophorese die Darstellung aller den einzelnen Staimmen entsprechenden
Pathogenititsfaktorgene ermdglicht, 1 pg. Nach Schulz (1999) lassen sich aus 10° E.coli
Bakterien 17 pg DNA isolieren. Demzufolge entspriache der Nachweis von 1 pg E.coli-DNA
der Zahl von 60 Bakterien. Hierbei muss aber auch bedacht werden, dass 8 der 9 untersuchten
Gene plasmidkodiert sind und die Moglichkeit besteht, dass mehrere Kopien des Plasmids in

einer Bakterienzelle vorliegen.
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Eine statistische Auswertung der Multiplex-PCR Ergebnisse, war aufgrund der beschriebenen

Schwierigkeiten fiir die unterschiedlichen Gruppen nicht moglich.

Das dominante E. coli Pathogenitétsgen in allen Versuchsgruppen war das est II-Gen, welches
fir das hitzestabile Enterotoxin 1 kodiert. Dieses Toxin ist verantwortlich fiir
Durchfallerkrankungen durch Verdnderung der Wasser- und Elektrolytbalance im Diinndarm
(Fairbrother 1999). Eine Untersuchung von Frydendahl (2002) an PWD und ED erkrankten
Schweinen zeigte ebenfalls, dass das est II-Gen das am héufigsten Auftretende war. Diese
Beobachtung steht in Ubereinstimmung mit vielen weiteren Untersuchungen verschiedener
Autoren (Moon et al. 1986; Harel et al. 1991; Ojeniyi et al. 1994; Wittig et al. 1995; Blanco et
al. 1997).

In der vorliegenden Untersuchung kam das FedA-Gen nur bei einem Tier in der
Ameisensduregruppe im Colon in Kombination mit dem est /I- Gen vor. Dagegen waren in
der Kontrollgruppe mehrere Tiere mit E.coli-Isolaten, die das FedA und fas-Gen trugen,
belastet.

Zu bemerken war zusitzlich, dass neben der erhohten Varianz an Pathogenitétsfaktoren,
ebenfalls mehr Tiere in der Kontrollgruppe positive E.coli-Isolate aufwiesen als in den
anderen Gruppen.

Das fae- und das FedA- Gen stehen fiir die Fimbrien F4 und F18, die wiederum Hauptmarker
fiir pathogene E.coli sind (Blomberg et al. 1993). In einer Zusammenfassung schlug
Frydendahl (2002) deshalb als Alternative zur Diagnostik von PWD die Detektion der
Pathogenitétsgene von fae und FedA vor. In derselben Studie fand Frydendahl heraus, das 47
von 173 ETEC-Stimmen die von an PWD erkrankten Ferkeln aus Dinemark stammten,
positiv fiir das FedA4-Gen getestet wurden. Wohingegen 154 von 173 der Isolate von ED
erkrankten Tieren positiv fiir dieses Gen getestet wurden. Das durch diese Studie vorliegende
Untersuchungsergebnis deckt sich mit den Ergebnissen aus der bereits bestehenden Literatur.
So wurden auch bei Tsiloyiannis et. al (2001) verschiedene organische Sduren zur
Vorbeugung gegen PWD eingesetzt und gleichzeitig der Kot auf das Vorkommen von F4
tragenden FE.coli untersucht. Die FErgebnisse zeigten eine deutliche Reduktion der
untersuchten E.coli bei den sduresupplementierte Gruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe.
In vitro-Untersuchungen von Gedek (1999) zeigten, das bei einem Sdurezusatz von 1,2%
Ameisensdure das Anhaften eines ETEC E. coli (Serotyp O157:H7) um 54% reduziert wurde.
Das unterstiitzt die Annahme, dass die Siure einen direkten Einfluss auf das Vorkommen von

E.coli hat.
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Betrachtet man die Ergebnisse der Untersuchung auf Pathogenititsfaktoren im
Zusammenhang mit denen der tatséchlich aufgetretenen Durchfallerkrankungen, kann man
feststellen, dass das Vorkommen von Pathogenitétsfaktoren von E.coli nicht grundsétzlich zu
einer Durchfallerkrankung fiihren muss. Zu dieser Erkenntnis kamen auch Schierack et al.
(2006). Hier wurden Virulensfaktorgene von E.coli, die aus klinisch gesunden Schweinen
isoliert worden waren, untersucht. Das FErgebnis zeigte, dass das Vorhandensein von
Virulenzgenen in E.coli-Stimmen der intestinalen Bakterienbiota nicht in Korrelation zu
eintretenden Erkrankungen steht. Das Vorkommen von E.coli Pathogenitdtsgenen bedingt
also nicht unbedingt eine Erkrankung des Tieres. Wohingegen bei einem an PWD/ED
erkranktem Tier stets pathogenitdtsgen-tragende FE.coli gefunden werden koénnen. Zur
Auslosung einer Erkrankung spielt somit zum einen der Immunstatus des Tieres eine wichtige
Rolle, zum anderen auch die Menge an pathogenitéitsgen-tragenden E.coli.

Die Ergebnisse der Realtime-PCR beziiglich der Escherichia spp. Zellzahl und der
untersuchten Pathogenititsgene bestitigten die oben beschriebenen Ergebnisse. Da diese
Proben DNA-Extrakte aus der Digesta der einzelnen Darmabschnitte waren, ist hier das
quantitative Bild noch aussagekriftiger. Die Ergebnisse aus der Magendigesta zeigten bei der
Betrachtung der Escherichia spp. Zellzahl keine Unterschiede zwischen den Gruppen.
Verglich man dagegen das Verhiltnis Escherichia spp. zu FEubakterien, konnte man
feststellen, dass das Verhiltnis in der Kontrollgruppe stérker in Richtung der Escherichia spp.
verschoben war. Im distalen Jejunum ergab sich ein etwas anderes Bild. Hier fand sich in der
Benzoesdure- und Kombinationspraparatgruppe ein weitaus groBBerer Anteil von Escherichia
spp. innerhalb der Eubakterien. Allerdings ist anzumerken, dass die Streuung in diesen
Gruppen sehr hoch war und die Ergebnisse damit weniger verldsslich waren. Bei der
Betrachtung der Escherichia spp. im Colon bestand ein signifikanter Unterschied zwischen
der Ameisensdure- und Benzoesduregruppe, sowie zwischen der Ameisensdure- und der
Kombinationspriparatgruppe und ein tendenzieller Unterschied zwischen der Kontroll- und
der Ameisensduregruppe. Die Ameisensduregruppe wies dabei im Vergleich zu den anderen
Gruppen immer einen niedrigeren Wert auf. Auch das Verhéltnis der Escherichia spp. zu den
Eubakterien  unterschied sich  signifikant zwischen der Ameisensdure- und
Kombinationspriparatgruppe, wobei auch hier die Ameisensduregruppe von allen Gruppen
den niedrigsten Wert aufwies.

So ist also durch die Supplementierung von Ameisensédure ein deutlicher reduzierender Effekt

im Hinblick auf die Escherichia spp. im Colon zu verzeichnen. Da im Colon jedoch keine
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Ameisensdure mehr nachweisbar ist, scheint dieser Effekt im Diinndarm seinen Ursprung zu
haben.

Eine weitere mittels der Realtime-PCR durchgefiihrte Untersuchung bezog sich auf die
Pathogenititsfaktoren von E.coli, die quantitativ nachgewiesen wurden. Zum einen wurde das
est-1I-Gen ausgewihlt, da es in der vorliegenden Studie in der Multiplex-PCR- Untersuchung
am héufigsten vorkam. Zum anderen wurde das elt-/4-Gen untersucht, welches fiir das
hitzelabile Enterotoxin steht und mittels der Multiplex-PCR nicht nachgewiesen werden
konnte, obwohl es sich in der Literatur als sehr hdufiges Pathogenitétsgen von E.coli zeigte
(Chapman et al. 2006). Uberraschend war, dass im Magen von 7 Tieren jeweils 6-7 pro
Gruppe mittels der Realtime-PCR positiv fiir das elt-I4-Gen getestet wurden, wobei jedoch
keine Unterschiede zwischen den Gruppen vorlagen. Auch im distalen Jejunum waren in der
Kontroll-, Ameisensdure- und Benzoesduregruppe noch 6-7 positive Proben zu verzeichnen,
wihrend die Kombinationspréaparatgruppe nur noch 4 positive Proben aufwies. Im Colon kam
es dann mit 4-6 positiven Proben zu einer Reduktion. Allerdings ergaben sich quantitativ
signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen. Die Kombinationspriparatgruppe zeigte
deutlich hohere Werte des elt-14-Gens als die iibrigen Gruppen. Die restlichen Gruppen waren
jedoch  nicht  signifikant  unterschiedlich  zueinander.  Das  supplementierte
Kombinationspriparat scheint also einen Einfluss auf die Anzahl der Escherichia spp. im
Colon zu haben, nicht jedoch auf die Pathogenitéitsgene von E.coli.

Das est-II-Gen wurde im Vergleich zum elt-I4-Gen in geringerer Menge in den
Digestaproben gefunden. Dieses Ergebnis steht im Gegensatz zu den Ergebnissen der
Multiplex-PCR, denn dort konnte kein elt-I4 gefunden werden. Dies kann an der
unterschiedlichen Amplifizierung liegen, da bei der Realtime PCR einzelne Gene, bei der
Multiplex-PCR jedoch ein Gemisch von neun Pathogenititsfaktoren nachgewiesen wurde.

Eventuell war der Nachweis von elt-14 in der Multiplex PCR suboptimal.

4.7.3 Bakterielle Diversitit

Die Diversitit ist ein MaB fiir die Unterschiedlichkeit der detektierten Mikroorganismen, was
wiederum als ein Indikator fiir die Ausgeglichenheit der intestinalen Mikrobiota angesehen
werden kann (Zoetendal et al. 2004). Eine hohere Diversitit hat laut Jensen et al. (Jensen
2003) einen positiven Effekt auf die Leistung des Wirtstieres, weil so eine Proliferation einer
bestimmten Bakteriengruppe und damit die Gefahr einer Dysbiose vermieden wird.

Der Einfluss der verschiedenen organischen Sduren auf die Diversitdt der Magen-, Jejunum-

und Colon-Mikrobiota wurde mittels der Denaturierenden Gradientengelelektrophorese
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(DGGE) untersucht. Die 16S rRNA-Profile der bakteriellen Populationen, die mittels der
DGGE hergestellt werden, ermoglichen sowohl eine schnelle Einschidtzung der Diversitit als
auch die gleichzeitige Analyse mehrerer Proben, was ebenso die Bewertung der Ahnlichkeit
der Mikrobiota einzelner Tiere innerhalb wie zwischen den Versuchsgruppen erlaubt. Die
DGGE an sich macht jedoch nur eine Aussage iiber eventuelle Verdnderungen der
bakteriellen Gemeinschaft. Welche Bakterienpopulationen beeinflusst werden, kann nur durch
eine Sequenzierung der Banden analysiert werden.

Zusitzlich besteht eine wesentliche Beeintrachtigung der DGGE-Auswertung in der
Detektion verschiedener 16S rRNA-Operone einer Spezies. Dadurch kann die Bildung von
mehreren Banden in einem Gel verursacht werden (Niibel 1996; Satokari 2001).

Die Untersuchung der Magen- und Jejunum-Mikrobiota, in der vorliegenden Studie lieferte
keine brauchbaren Ergebnisse, da die Sensitivitdt dieser Methode nicht ausreichend war, um
auf dem Gel ein Bandenmuster entstehen zu lassen. Nach Untersuchungen von Klir (2008)
liegt diese Tatsache darin begriindet, dass mit zunechmendem Alter der Absetzferkel die
Magensédureproduktion ansteigt und damit die Zahl der Bakterien stark absinkt. Laut Muyzer
et al. (1993) und Zoetendal et al. (1998) konnen jedoch durch die DGGE nur solche
bakteriellen Populationen detektiert werden, deren Anteil an der gesamten bakteriellen
Vielfalt mehr als 1% betridgt. Abhéngig von der DNA-Extraktionsmethode werden bakterielle
Gattungen, Spezies oder Gruppen in Konzentrationen von insgesamt weniger 10° Zellen/g
Probenmaterial nur mit geringer Wahrscheinlichkeit durch die DGGE detektiert (Muyzer und
Smalla 1998; Simpson et al. 1999). Mithilfe der Realtime-PCR konnten jedoch Eubakterien,
Lactobacillus spp. und Escherichia spp. im Magen und Jejunum nachgewiesen werden.
Aufgrund dessen konnte nur das Colon auf Unterschiede und Ahnlichkeiten in der
mikrobiellen Zusammensetzung zwischen den Versuchsgruppen untersucht werden.
Statistisch signifikante Ergebnisse waren hier nicht zu verzeichnen. Auffillig war jedoch,
dass die Indizes Richness, Shannon-Index und Evenness in der Kontrollgruppe alle numerisch
hoher lagen als in den Sduregruppen, wihrend der Simpson-Index in der Kontrollgruppe
numerisch deutlich niedriger war als in den Sduregruppen. Diese Tatsache ldsst den Schluss
zu, dass die Diversitét der bakteriellen Gemeinschaft im Colon der Kontrollgruppe hdher war
als bei den Sauregruppen, die supplementierten Sduren also einen Einfluss auf die Diversitit
der bakteriellen Population haben. Da davon auszugehen ist, dass im Colon keine der
supplementierten organischen Siuren mehr vorhanden ist, muss es sich dabei um einen
sekundédren Effekt handeln, der auf einer Verdanderung der bakteriellen Mikrobiota auch in

den anderen Darmabschnitten zurlickzufithren ist. Vergleicht man dann jedoch die
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Ahnlichkeiten zwischen den Gruppen, so zeigt der Sorensen-Quotient, dass hier keine
signifikanten Unterschiede zu finden sind.

Um einen Einblick iiber die gesamte Phase des Absetzens zu bekommen, wurden am 5., 9.
und 14. Tag nach dem Absetzen Kotproben jedes Tieres gesammelt und mittels der DGGE
untersucht.

An keinem der untersuchten Tage konnten signifikante Unterschiede der 6kologischen Indizes
beobachtet werden. Durch die Kotproben konnten also zwischen den Gruppen keine
Unterschiede festgestellt werden.

Betrachtet man die untersuchten Proben jedoch im Zeitverlauf vom 5. zum 14. Tag, so fallt
auf, dass die Kombinationspriparatgruppe hédufig ein etwas anderes Muster zeigt als die
tibrigen Gruppen. So waren am 5. Tag nach dem Absetzen in der
Kombinationspraparatgruppe hohere Richnesswerte zu verzeichnen als in den {iibrigen
Gruppen. In dieser Gruppe war also eine hohere Diversitit der bakteriellen Population
vorhanden. Am 9. Tag nach dem Absetzen kam es in der Kontroll-, Benzoesdure- und
Kombinationspréparatgruppe zu einem Abfall der Richnesswerte und damit zum Abfall der
Diversitét der bakteriellen Population im Kot. Wahrend dann am 14. Tag nach dem Absetzen
die Richnesswerte in diesen drei genannten Gruppen wieder anstiegen und alle Gruppen ein
dhnliches Ergebnis zeigten.

Die Kontroll-, Ameisensdure- und Benzoesduregruppen zeigen einen deutlichen Abfall des
Shannon-Index vom 5. bis zum 14. Tag nach dem Absetzen und damit einen Abfall der
Diversitit der bakteriellen Population. In der Kombinationspréparatgruppe stieg der Shannon-
Index am 14. Tag wieder stark an und erreichte damit fast den Ausgangswert vom 5. Tag.
Dies ldsst damit auch einen Anstieg der Diversitét der bakteriellen Population vermuten.
Ebenso war in der Kontroll-, Ameisensidure- und Benzoesduregruppe ein stetiger Abfall des
Evennesswertes und damit der Diversitit der bakteriellen Population vom 5. bis zum 14. Tag
nach dem Absetzen zu Dbeobachten. Im  Gegensatz dazu ist bei der
Kombinationspréparatgruppe vom 5. zum 14. Tag nach dem Absetzen ein starker Abfall des
Evennesswertes zu bemerken. Am 14. Tag jedoch stieg auch dieser Wert wieder stark an, bis
er fast den wurspriinglichen Wert erreicht. Damit unterscheidet sich die
Kombinationspraparatgruppe im Muster ihres Zeitverlaufs deutlich von den anderen Gruppen.
Der Simpson- Index zeigt im Zeitverlauf ein gegensétzliches Bild zu den anderen Indizes und
hat damit beziiglich der Diversitit eine dhnliche Aussagekraft.

Daraus ist also zu schliefen, dass die einzelnen Gruppen im Zeitverlauf einer stindigen

Abnahme der Diversitit der intestinalen Mikrobiota unterworfen waren. In der
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Kombinationspriparatgruppe wurde am 9. Tag nach dem Absetzen allerdings ein Abfall der
Diversitdt beobachtet, die zum 14. Tag hin wieder anstieg. Auch in der Literatur ist bekannt,
dass es zu einer altersabhingigen Anderung der Diversitit der intestinalen Mikrobiota kommt
(Simpson et al. 1999; Favier et al. 2002; Inoue et al. 2005; Konstantinov et al. 2006). In einer
Studie von Melin et al. (1997) wurde die Homogenitit der Mikrobiota in der
Aufzuchtsperiode der Ferkel beobachtet. Aus dieser Untersuchung ist bekannt, dass die
Homogenitdt am 3. Tag nach dem Absetzen sinkt und dann Tage spéter wieder den gleichen
Status wie vor dem Absetzen erreicht. Auch in der hier vorliegenden Untersuchung kommt es
am 5. Tag nach dem Absetzen zu einem Abfall der Homogenitit der Mikrobiota, die dann
zum 14. Tag hin wieder ansteigt. Die stirkeren Schwankungen in der
Kombinationspréparatgruppe lassen darauf schlieen, dass die Verdnderungen der Mikrobiota
bedingt durch das Absetzen schneller {iberwunden werden, als in den anderen Gruppen, was
wiederum auf einen positiven Effekt durch das Kombinationspréaparat hinweist.

Der Sorensen-Quotient am 14. Tag nach dem Absetzen, deutet an, dass die
Bakterienpopulationen der einzelnen Gruppen (ausgenommen der Benzoesduregruppe) sich
dhnlicher waren als zwischen den Gruppen. Besonders deutlich wird dies in der
Kontrollgruppe, die die hochste Ahnlichkeit der Bakterienpopulationen innerhalb dieser
Gruppe zeigt. Diese Beobachtung ldsst den Schluss zu, dass die spezielle Fiitterung der
einzelnen Gruppen Bakteriengemeinschaften im Verdauungstrakt geschaffen haben, die sich

voneinander unterscheiden.

4.8 Schlussfolgerung und Ausblick

Die vorliegende Arbeit hat gezeigt, dass der Einsatz von organischen Séuren Einfluss auf die
intestinale Bakterienpopulation hat. Es zeigten sich bei verschiedenen Parametern wiederholt
Unterschiede zwischen den Sduregruppen und der Kontrollgruppe. In keiner der Gruppen trat
signifikant vermehrt Durchfall auf oder eine Beeintrachtigung der Gesundheit. Betrachtet man
jedoch die Bakterienspezies, die Verursacher der PWD sind, so ist festzustellen, dass die
Tiere in der Kontrollgruppe eine hdhere Diversitit an Pathogenitéitsgen-tragenden FE.colis
zeigten als die Sduregruppen. Bei schlechteren Stall- und Umgebungsbedingungen wére fiir
diese Tiere das Erkrankungsrisiko hoher als fiir die Tiere der Sauregruppen. Bei der
Untersuchung auf Pathogenitétsgene zeigte die Ameisensduregruppe mit dem Erscheinen von

nur einer Variante an Pathogenititsgenen das flir die Tiere giinstigste Ergebnis. Ebenso fiel
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die Ameisensduregruppe bei der Messung der Escherichia spp. Zahl mithilfe der Realtime-
PCR durch ein niedriges Ergebnis positiv auf.

Die Leistungsparameter der Absetzferkel wurden durch den Sdurezusatz kaum beeinflusst.
Signifikante Steigerungen der Leistungen waren auch hier wieder nur in der
Ameisensduregruppe zu verzeichnen.

Anhand der gezeigten Ergebnisse ist folglich die Ameisensdure vor der Benzoesédure und dem
Kombinationspréparat in ihrer positiven Wirkung anzusiedeln.

Beziiglich der Benzoesdure sind besonders die gesteigerte Konzentration an Hippurséure im
Harn und der gesenkte Harn pH-Wert hervorzuheben. Beides ist als durchaus vorteilhaft fiir
die Gesunderhaltung der Tiere anzusehen. Zusétzlich erzielte auch die Benzoesdure wichtige
positive Effekte auf die intestinale Bakterienpopulation, ebenfalls im Bereich der
Pathogenititsgene von E.colii Bei der Kombinierung der beiden Sduren im
Kombinationspraparat konnte man annehmen, dass sich diese positiven Effekte summieren.
Dies war aber nicht der Fall, denn die Kombinationspriaparatgruppe zeigte teilweise sogar
schlechtere Ergebnisse als die tibrigen Sauregruppen. Es kann also nicht davon ausgegangen
werden, dass eine Summierung der Sduren gleichbedeutend mit einer Summierung der
positiven Effekte ist.

Da alle hier untersuchten organischen Sduren im Laufe des Verdauungstraktes an
Konzentration verloren, wére es interessant, ein Kombinationsprdparat zu untersuchen,
welches aus einer mikroverkapselten organischen Sdure und aus einer nicht-verkapselten
organischen Sédure besteht. Da von der mikroverkapselten organischen Siure zu erwarten ist,
dass sie ithre Wirkung erst im distalen Bereich des Diinndarms entfaltet, wére es so eventuell
moglich die positive Wirkung der organischen Sduren an unterschiedlichen Stellen im

Verdauungstrakt zum Einsatz zu bringen.
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5. Zusammenfassung

Kirsch, Katrin: ,Die Wirkung organischer Séduren als Futterzusatzstoff auf den

Niéhrstoffumsatz und Bakterienpopulationen im Verdauungstrakt von Absetzferkeln.*

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung verschiedener organischer Séuren und
eines Sdurengemisches als Futterzusatz bei frith abgesetzten Ferkeln, die daraus
resultierenden Einfliisse auf die intestinale bakterielle Mikrobiota und mdgliche Einfliisse auf

die Leistungsparameter der Tiere.

Der Tierversuch bestand aus insgesamt 84 Ferkeln, die im Alter von 23 Tagen abgesetzt
wurden. Es wurden die folgenden organischen Séuren gepriift: 5 g/lkg Ameisensdure, 5 g/kg
Benzoesdure und eine Kombination aus 1 g/kg Ameisensédure, 3 g/kg Benzoesdure, 1 g/kg
Zitronensduremonohydrat, 1 g/kg Kaliumsorbat und 0,2 g’/kg Cuxarom Spice 301. Die
Messung des Harn - pH ergab einen signifikant niedrigeren pH-Wert in der
Benzoesduregruppe im Gegensatz zur Kontroll- und Ameisensduregruppe. Die
Hippursdurekonzentration war in der Benzoesduregruppe signifikant hoher als in der
Kontroll- und Kombinationspraparatgruppe. In Letzterer war die Konzentration jedoch
ebenfalls signifikant hoher als in der Kontrollgruppe.

Beziiglich der untersuchten mikrobiellen Metaboliten wies die Ameisensduregruppe bei der
Betrachtung des Gesamtlaktatgehalts im proximalen Jejunum signifikant weniger Laktat auf
als die Kombinationspriparatgruppe. Die Untersuchung der fliichtigen Fettsduren ergab eine
signifikant geringere n-Valeriansdurekonzentration in der Kontroll- und Benzoesiduregruppe
gegeniiber der Ameisensduregruppe (p = 0,012).

Es wurden tendenziell geringere E.coli Keimzahlen in der Ameisensduregruppe gegeniiber der
Kontrollgruppe beobachtet (p = 0,068). In allen Gruppen konnte mittels Multiplex-PCR das
est-1I-Gen als dominantes Pathogenititsgen nachgewiesen werden. Die Kontrollgruppe wies
im Gegensatz zu den Sduregruppen eine hohere Varianz an Pathogenititsgen-tragenden E.coli
auf. Auch war die Anzahl der positiv getesteten Tiere in der Kontrollgruppe hdher als in den
Sauregruppen.

Die quantitative Untersuchung der Bakterienpopulationen im Colon ergab in der
Ameisensduregruppe eine signifikante Senkung der Escherichia spp, gegeniiber der
Benzoesdure- und Kombinationspréparatgruppe. Das Verhdltnis der Escherichia spp. zu
Eubakterien ergab einen signifikanten Unterschied zwischen der Ameisensdure- und

Kombinationspriaparatgruppe. Der Pathogenitétsfaktor elt-I4 von E.coli war in der
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Kombinationspriparatgruppe signifikant hoher als in den iibrigen Gruppen. Bei der
Betrachtung des Verhiltnis elt-IA zu Eschericha spp. zeigte sich ein signifikant niedrigerer
Wert in der Kontroll- und Benzoesduregruppe gegeniiber der Ameisenséuregruppe.

Die mittels DGGE untersuchten Kotproben zeigten im Laufe des Versuchzeitraumes in der
Kontroll-, Ameisensdure- und Benzoesduregruppe eine stindige Abnahme der bakteriellen
Diversitit. Demgegeniiber steht die Kombinationspriaparatgruppe, in deren Kot am 9. Tag
nach dem Absetzen ein Abfall der Bakteriendiversitdt nachzuweisen war, die jedoch zum 14.
Tag hin wieder anstieg. Die Bakteriengemeinschaften in den Kotproben waren am 5. und 9.
Tag kaum unterschiedlich zwischen den Gruppen. Am 14. Tag jedoch gab es signifikante
Unterschiede, so war die Kontrollgruppe in sich homogener als die Séduregruppen.

Beziiglich der scheinbaren praecaecalen Verdaulichkeit konnte in der Kontrollgruppe eine
signifikant hohere Cysteinverdaulichkeit gegeniiber der Kombinationspriaparatgruppe und
eine signifikant hohere Methioninverdaulichkeit der Kontrollgruppe gegeniiber der
Benzoeséure- und Kombinationspraparatgruppe festgestellt werden. Die
Methioninverdaulichkeit der Ameisensduregruppe war ebenfalls signifikant hoher als die der
Kombinationspriparatgruppe (p < 0.0001). Die Uberpriifung der Ameisensiure- und
Benzoesdurekonzentration in der Digesta ergab, dass schon im Magen die Konzentration der
eingesetzten Sdure stark verringert war, und am Ende des Jejunums eine scheinbare
praecaecale Verdaulichkeit von mehr als 99% bestand. Die Leistungsparameter zeigten eine
Lebendmassezunahme um 10,5% und eine Senkung des Futteraufwands der Tiere in der
Ameisensduregruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe. Signifikante Ergebnisse konnten
jedoch nur in der 5. Versuchswoche gefunden werden. In der ersten Versuchswoche nahmen
die Tiere der Ameisensduregruppe signifikant mehr Futter auf als die Tiere der
Kombinationspréparatgruppe.

Effekte organischer Sduren auf die intestinale Mikrobiota von Absetzferkeln wurden in dieser
Arbeit festgestellt. Ameisensdure sticht dabei durch geringere Escherichia spp. Zellzahlen
und vermindertes Auftreten an Pathogenititsfaktoren hervor. Hinsichtlich der
Leistungsparameter war Ameisenséure ebenfalls die effektivste Séure in dieser Studie. Auch
mittels Einsatz von Benzoesdure sind einige Effekte besonders im Hinblick auf die
Hippursdurebildung und die Harn pH-Wert Absenkung =zu verzeichnen. Das
Kombinationspréparat zeigte gegeniiber der Kontrollgruppe die schwichsten Effekte. Eine
Kombination wirksamer organischer Sduren summiert somit nicht die positiven Effekte der

einzelnen Saure.
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6. Summary

Kirsch, Katrin: ,,The effect of organic acids used as feed additives on the nutrient

conversion and bacteria population in the intestinal tract of weaning pigs.

The current study was conducted to test the use of various organic acids and an acid mixture
as feed additives for early-weaned pigs, the resulting effects on the intestinal bacterial

microbiota and possible effects on performance parameters of the animals.

The study was performed on a total of 84 pigs weaned at the age of 23 days. The following
organic acids were tested: 5 g/kg formic acid, 5 g/kg benzoic acid and a combination of 1 g/kg
formic acid, 3 g/kg benzoic acid, 1 g/kg citric acid monohydrate, 1 g/kg potassium sorbate
and 0.2 g/kg Cuxarom Spice 301. The urinary pH was significantly lower in the benzoic acid
group compared to the control and formic acid groups. The hippuric acid concentration was
significantly higher in the benzoic acid group compared to the control and combined acid

groups. In the latter, the concentration was however higher than in the control group.

With regards to the tested microbial metabolites, a significantly lower concentration of lactate
was found in animals in the formic acid group compared to the combined acid group after
measurement of the total lactate in the proximal jejunum. Measurement of volatile fatty acids
resulted in a significantly lower n-valerian acid concentration in the control and benzoic acid
groups compared to the formic acid group (p = 0.012). The number of E.coli bacteria in the
formic acid group had a tendency to be lower than in the control group (p = 0.068). Using
Multiplex-PCR, the est-II-gene was shown to be the dominant pathogenicity gene in all
groups. The control group exhibited a higher variance of pathogenicity gene containing E.coli
compared to the other groups. In addition, the number of animals testing positive was higher

in the control group than in the remaining groups.

The quantitative tests of bacteria populations in the colon resulted in a significant decrease of
the Escherichia spp bacteria in the formic acid group compared to the benzoic acid and
combined acid groups. The ratio of Escherichia spp. and eubacteria was significantly different
between the formic acid and the combined acid groups. The pathogenicity factor e/t-I4 from
E.coli was significantly higher in the combined acid group compared to the remaining groups.
The ratio of elt-IA and Eschericha spp. had a significantly lower value in the control and

benzoic acid groups compared to the formic acid group.
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In the fecal samples examined with DGGE, a continuous decrease of bacterial diversity
occurred in the control, formic acid and benzoic acid groups over the course of the study. In
contrast, in the combined acid group an initial decrease in the bacterial diversity in the feces
was observed on day 9 after weaning was followed by an increase observed on day 14. With
regards to the bacterial colonies in the fecal samples no substantial difference was observed
between the groups on days 5 and 9. On day 14, however, significant differences could be
shown with the control group being more homogenous than the acid groups.

Regarding the praecaecal digestibility, the control group showed a significantly higher cystein
digestibility than the combined acid group and a significantly higher methionine digestibility
compared to the benzoic acid and combined acid groups. The methionine digestibility in the
formic acid group was also significantly higher than in the combined acid group (p < 0.0001).
Measurements of the formic acid and benzoic acid concentration in the digesta showed that
the concentration of the supplemental acids had decreased in the stomach very strong, and the
apparent praecaecal digestibility at the far end of the jejunum was more than 99%.

Testing of the performance parameters showed an increase in body weight by 10.5% and a
decrease in the feed conversion of the animals in the formic acid group compared to the
control group. These findings were only significant in the 5™ study week. In the 1 study
week, the animals in the formic acid group consumed significantly more feed than the animals
in the combined acid group.

The current study shows that organic acids have various effects on the intestinal microbiota of
weaning pigs. Formic acid was of particular interest due to its correlation with lower
Escherichia spp. bacterial numbers and less frequent occurrence of pathogenicity factors.
Regarding performance parameters, formic acid was also the most effective acid in this study.
The use of benzoic acid resulted in some important effects particularly with regards to the
formation of hippuric acid and the decrease in urinary pH-values. The use of the combined
acid supplement showed only minor effects compared to the control group. A combination of

active organic acids does therefore not result in an additive effect.
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Al. zu 2.7.2 Benzoesdurekonzentrationsbestimmung im Futtermittel und Digesta mittels
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)

Tabelle Al: Verwendete Chemikalien und Geriite zur Benzoesiurekonzentrations-

bestimmung

Bezeichnung Hersteller Ort, Staat
HPLC-Anlage Agilent 1100 Agilent Technologies Kalifornien, USA
Séule: Phenomenex Kalifornien, USA

Synergi 4u Hydro RP 80A, 250 x 4.6 mm, 4 micron

Vorsdule: Phenomenex Kalifornien, USA
C184.0 L mm x 2.0 ID mm

Eppendorf Centrifuge 5415C Eppendorf Wessling, Deutschland
Vortex-Genie 2 Scientific Instustries INC. New York, USA
Spritzenfilter (25 mm 0,2 pm Cellulose Acetate VWR Darmstadt, Deutschland
Membrane)

Schiittler Edmund Biihler GmbH  Tiibingen, Deutschland
KH,PO, Merck Darmstadt, Deutschland

Losungen fiir die Benzoesdurekonzentrationsbestimmung mittels HPLC:

1) Methanol/Wasser:

e 2 x 500 ml Methanol mit 500 ml bidestilliertem Wasser mischen
¢ mindestens 5 min. im Ultraschall entgasen
2) Puffer:

e 5,44 g Kalium-Dihydrogenphosphat (Riedel-de Haen 30407) in einem 2 I-
Messkolben 16sen

e auf?2 | mit bidestilliertem Wasser auffiillen

e pHauf3.1(£0.05) mit HCl 1 M einstellen.

e [ lin 1 I-Schottflasche abfiillen und 5 min. im Ultraschall entgasen
e 100 ml separat zur Probenaufbereitung abfiillen.

3) Carrez Ersatz [:
e 17 g Zinkchlorid (zur Analyse Merck 1.08816.0250)

e mit 100 ml bidestiliertem Wasser 16sen
4) Carrez II:
e 15 g Kaliumhexacyanoferrat (II) (zur Analyse Merck alte Art.Nr. 4984)

e mit 100 ml bidestilliertem Wasser 10sen.
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5) NaOH 50 mM:

e 2gNaOH

e in 2 | bidestilliertem Wasser 16sen
6) HCI 50 mM

e 0,18 gHCI

e ad 1000 ml bidestilliertes Wasser
7) Standardldsungen:

a. Stammlosung 1000 ppm:

e 100 mg (= 0.5 mg) Benzoesdure (zur Analyse, Merck 1.00136.0100)
¢ in 100 ml-Messkolben mit NaOH 50 mM 16sen

e mit der NaOH auffiillen

b. Benzoesdure 250 ppm:

e 5 ml Stammldsung
e ad 20 ml mit NaOH 50 mM

c. Benzoesiure 25 ppm:

e 5 mlder 250 ppm-Losung
e 5 ml HCl 50 mM (zur Neutralisation)
e ad 50 ml mit bidestilliertem Wasser auffiillen

d. Standard fiir die Analyse:

e Verdiinnung fiir Futter- und Magenproben (10 ppm):

e 400 pl der 25 ppm-Losung

e 400 ul Methanol

e 200 pl des auf pH 3.1 eingestellten Puffers
e mischen

e Verdiinnung fiir Jejunumproben (2 ppm):
e 80 pl der 25 ppm-L&sung

e 320 pl bidestilliertes Wasser

e 400 ul Methanol

e 200 pl Puffer

e direkt ins Probengefd3 und gut mischen

Programmeinstellungen an der HPLC

Durchfluss = 1,5 ml/min

Einstellung A = Methanol/Wasser = 1:1

Einstellung B = leer

Einstellung C = KH,PO4 20 mM, mit HCI 1M auf pH 3,1 eingestellt
Einstellung D = Methanol/Wasser = 1:1
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Injektionsvolumen = 10ul (FM), 20 ul (Digesta)
UV Detektor = 227 nm

Siulen Ofen Temperatur = 30 °C

Stoppzeit = 20 min

RT (Benzoesiure) = 10,5 bis 11,1 min

Probenverdiinnung: Futtermittel Einwaage 5 g, Verdiinnungsfaktor 2500,
Injektionsvolumen 10 pl
Magen Einwaage 0,5 g, Verdiinnung ca. 100, Injektionsvolumen 10 pl
Jejunum Einwaage 0,6 — 1 g, Verdiinnungsfaktor ca. 24,
Injektionsvolumen 20 pl

A2. zu 2.7.3 Ameisensdurekonzentrationsbestimmung im Futtermittel und Digesta mittels
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)

Tabelle A2: Fiir die Ameisensiurekonzentrationsbestimmung verwendete
Chemikalien und Ger:iite

Bezeichnung Hersteller Ort, Staat

Agilent 1100 BioRad Kalifornien, USA
Séule: BioRad Kalifornien, USA
Aminex HPX-84H

Spritzenfilter VWR Darmstadt, Deutschland

(25 mm 0,2 um Cellulose Acetate Membrane)

Losungen fiir die Ameisensaurekonzentrationsbestimmung mittels HPLC:

1) Ameisensdure Stammldsung .,1% (10 mg/ml= 10000 ppm) (Merck 1.00264
Ameisensdure 98-100%, Dichte: 1 1= 1,22 kg)
e 820 pl Ameisenséure
e ad 100 ml mit destilliertem Wasser (entspricht 1 g/100 ml)

2) Ameisensdurestandard ,,0,1%* (1 mg/ml= 1000 ppm)
e l0fache Verdiinnung der Stammldsung:
e 10 ml Stammldsung und 10 ml 0,2 N H,SOy in einen 100 ml-Kolben
e ad 100 ml mit destilliertem Wasser

3) Ameisensdurestandard fiir Magenproben (0,25 mg/ml= 250 ppm)
e 2.5 ml Stammldsung
e 10mlO0,2 N H,SO4 werden in einen 100 ml-Kolben
e ad 100 ml destilliertem Wasser

4) Ameisensiurestandard filir Digestaproben (0,1 mg/ml= 100 ppm)
e 100 pl Stammldsung

100 pl 0,2 N H,SO4

800 pl destilliertes Wasser

direkt in das Probengefdl

mischen

156



Anhang

5) Klérungsmittel (1 und 2):
e 15 g Kaliumhexacyanoferrat (II) * 3 H,O ad 100 ml mit destilliertem Wasser
e 17 g Zinkchlorid (ZnCl;) ad 100 ml mit destilliertem Wasser

Programmeinstellungen an der HPLC

Durchfluss = 0,6 ml/min
Injektionsvolumen = 50 pul
UV Detektor = 210 nm

Sdulen Ofen Temperatur = 30 °C

A3. zu 2.8.1 Ammoniumbestimmung in Digesta mittels lonenselektiver Elektrode

Tabelle A3: Verwendete Chemikalien und Geriite zur Ammoniumbestimmung

Bezeichnung Hersteller Ort, Staat

Messgerit SevenMultilon S80 Mettler Toledo Greifensee, Schweiz
lonenselektive Halbzellenelektrode DC218- NH," Mettler Toledo Greifensee. Schweiz
(#51340910) ’
pH-Elektrode InLab 410 Mettler Toledo Greifensee, Schweiz
Magnetriihrer: Typ RH-KT/C IKA®Works Brasilien

ISA-Losung 0,9M AlI2(SO4)3 (#51340072) Mettler Toledo Greifensee, Schweiz
Vortex-Genie 2 Scientific Instustries INC.  New York, USA

Fresco 17 Centrifuge Heraeus Herrenberg, Deutschland
Szintillationsgeféfie Carl Roth GmbH & Co Karlsruhe, Deutschland

Losung fiir die Ammoniumbestimmung mittels lonenselektiver Elektrode

1) 55.56 mM NHy-Losung:

e FEinwaage von 0,5944 g NH4ClI in einen 200 ml-Messkolben
o auffiillen mit bidestilliertem Wasser 200 ml

A4. zu 2.8.2 Enzymatische Bestimmung von [L(+) und D(-)]-Laktat
Tabelle A4: Chemikalien und Gerite zur Bestimmung von [L(+) und D(-)]-Laktat

Bezeichnung Hersteller Hersteller Ort, Staat

Photometer Ultrospec 2000 Pharmacia Biotech Wien, Osterreich
Program Swift Quantification II Biochrom Cambridge, England
Fresco 17 Centrifuge Heraeus Herrenberg, Deutschland
Vortex-Genie 2 Scientific Instustries INC. New York, USA
Messgerit SevenMultilon S80 Mettler Toledo Greifensee, Schweiz

1 N Perchlorsédure Riedel-de-Hden #34288 Hannover, Deutschland
D/L- Laktat Kit Boehringer, #1112821 Mannheim, Deutschland
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AS. zu 2.8.3 Gaschromatographische Messung der kurzkettigen fliichtigen Fettsduren (FFS)

Tabelle AS: Verwendete Chemikalien und Gerite zur Bestimmung von FFS

Bezeichnung Hersteller Ort, Staat
Gaschromatograph Modell 6890N Agilent Technologies Kalifornien, USA
Agilent Technologies Kalifornien, USA

Kapillarsdule InnoWax
(Lénge: 30 m; Durchmesser: 530 pm)

Eppendorf Centrifuge 5415C Eppendorf Wessling, Deutschland
Schiittler Typ: Reax 2000 Heidolph Schwabach, Deutschland

Folgende Parameter wurden am GC eingestellt:
Ofenprogramm:

e 70°C (Initialtemperatur); 0,5 min.

e 140°C; 1,5 min.

e 190°C; 4 min.

Analysezeit: 11,08 min.
Injektortemperaturprogramm (HP-PTV):
e 100°C (Initialtemperatur); 0,02 min.
e 150°C; 0,5 min.
e 250°C; 2 min.
Splitverhéltnis: 1:1

A6. zu 2.8.4 pH-Messung in Digesta und Harn
Tabelle A6: Chemikalien und Geriite zur Bestimmung des pH-Wertes

Bezeichnung Hersteller Ort, Staat
Messgerit SevenMultilon S80  Mettler Toledo Greifensee, Schweiz
pH-Elektrode InLab 410 Mettler Toledo Greifensee, Schweiz
Vortex-Genie 2 Scientific Instustries INC.  New York, USA

Losung zur pH-Messung in Digesta und Harn

1) 0.01 M Kalziumchloridlgsung:
e 0,75 gKCI
e ad 1000 ml bidestilliertes Wasser

A7.zu2.9.1 Zellzahlbestimmung von Escherichia coli:
1) 1xPBS

e 8gNaCl

e NaHPO4 (10 mM) 144¢
x 12H,0 3,58 ¢
x2H,O 18¢

e NaH,POs(2mM) 0,24¢g
x 1 H,O 0,276 g
x2H,O 0312¢g
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e aufpH 7,4 (mittels 1 M HCI) einstellen
e ad 1000 ml mit destilliertem Wasser
e autoklavieren fiir 20 min. bei 121 °C

AS8. zu 2.10.1 DNA- Gewinnung aus Bakterienkolonien fiir die Multiplex-PCR (MPCR)
Tabelle A7: Chemikalien und Geriite zur Ziel-DNA-Gewinnung

Bezeichnung Hersteller Ort, Staat

Endoagar Carl Roth GmbH & Co Karlsruhe, Deutschland
Vortex-Genie 2 Scientific Instustries INC.  New York, USA
Thermoblock TB 1 Biometra Gottingen, Deutschland
Biofuge fresco Heraeus Herrenberg, Deutschland

A9. zu 2.10.2 Extraktion der Gesamt-Nukleinsduren aus Digesta

Tabelle A8: Verwendete Gerite und Chemikalien zur DNA-Extraktion
Bezeichnung Hersteller Ort, Staat

Szintilationsrohrchen Carl Roth GmbH & Co Karlsruhe, Deutschland
GITC (Guanidinium-Thiocyonat) Carl Roth GmbH & Co Karlsruhe, Deutschland

Oak-Ridge® Zentrifugenrohrchen Thermo Scientific Massachusetts, USA
Phenol/Chloroform pH 8 Carl Roth GmbH & Co Karlsruhe, Deutschland
Zentrifuge Sorvall® RC 5B Plus  Thermo Scientific Massachusetts, USA
Isoamylalkohol Carl Roth GmbH & Co Karlsruhe, Deutschland
reinst Ethanol 70 % Carl Roth GmbH & Co Karlsruhe, Deutschland
Isopropanol (2-Propanol) Carl Roth GmbH & Co Karlsruhe, Deutschland
0,25 mm Glasperlen Carl Roth GmbH & Co Karlsruhe, Deutschland
Retschmiihle Retsch MM 200 Retsch GmbH & Co, KG  Haan, Deutschland
Vortex-Genie 2 Scientific Instustries INC. New York, USA
Nucleo-Spin® Tissue Kit MACHERY-NAGEL Diiren, Deutschland
Biofuge fresco Heraeus Herrenberg, Deutschland

A10. zu 2.10.3 Messung des Gesamt-DNA-Gehaltes
Tabelle A9: Geriite und Chemikalien zur Messung des Gesamt-DNA Gehalts

Bezeichnung Hersteller Ort, Staat
ND-3300 Fluorospectrometer NanoDrop® Thermo Scientific Massachusetts, USA
Fluorescent DNA Quantitation Kit BioRad Kalifornien, USA
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Losungen fiir die Messung des Gesamt-DNA Gehalts:

1) 10x TNE- Puffer:

2) Stammldsung:

70 ml bidestilliertes Wasser

20 ml 1 M Tris-base

10 ml 0,2 M Na-EDTA

70 ml 5 M NacCl

mittels 1 M HCL den pH-Wert auf 7,4 einstellen
ad 200 ml Reinstwasser

In einem schwarzen lichtgeschiitzten 1,5 ml- Plastikgefdl wurde Hoechst Dye 1:100
verdiinnt (5 ul + 495 ul 1x TNE).

3) Arbeitslosung:

In einem schwarzen lichtgeschiitzten 1,5 ml- Plastikgefdl wurde

Hoechst Dye 1: 50000 verdiinnt (1 pl der Stammldsung + 499 pul 1x TNE).

4) Standard-DNA-L&sung:

I mg/ml Ausgangslosung wurden auf 10 pug/ml verdiinnt (2 x 1:10 => 10.000 pg/ul)

All. zu 2.10.5 Untersuchung auf das Vorkommen pathogener E.coli mittels Multiplex-

Polymerase-Kettenreaktion (MPCR)

Tabelle A10: Verwendete Geriite und Chemikalien fiir die Durchfithrung der MPCR

Bezeichnung

Hersteller

Ort, Staat

Endoagar
Vortex-Genie 2

Thermoblock TB 1
Biofuge fresco

Qiagen Multiplex PCR Kit

PCR- Cycler T1 Thermocycler

Agarose GTQ

Sybr®green I nucleic acid gel strain

Agarosegel- Elektrophorese Agagel Maxi
DNA- Beladepuffer Roti® Load DNA
Marker 100 bp DNA-Leiter extended
Marker 100 bp DNA-Leiter equalised
CCD-Kamera SensiCam QE 12 bit

Carl Roth GmbH & Co

Scientific Instustries INC.

Biometra

Heraeus

Qiagen

Biometra

Carl Roth GmbH & Co
Bio Whittaker Molecular
Applications

Biometra

Carl Roth GmbH & Co
Carl Roth GmbH & Co
Carl Roth GmbH & Co
PCO Computer Optics

Karlsruhe, Deutschland
New York, USA

Gottingen, Deutschland
Herrenberg, Deutschland
Hilden, Deutschland
Gottingen, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Rockland, USA

Gottingen, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Kehlheim, Deutschland
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A12. zu 2.10.6 Untersuchung der Kot- und Digestaproben zur mikrobiellen Diversitit mittels

der Denaturierenden Gradientengelelektrophorese (DGGE)

Tabelle. A11: Verwendete Chemikalien, Materialien und Geriite fiir die DGGE

Bezeichnung Hersteller Ort, Staat
Hot Star Taq"™ Master Mix Qiagen Hilden, Deutschland
PCR- Cycler T1 Thermocycler Biometra Gottingen, Deutschland

INGENY phorU-2-System (DGGE-Gerit)
Gradient Former Model 485
Power Pac 300

Ingeny International BV
BioRad
BioRad

Zellophanmembran 30x30 Biostep GmbH

Multi Flex® 0,5-200 pl ECOFlex® Tips  Carl Roth GmbH & Co
TEMED Carl Roth GmbH & Co

APS Fluka Chemie

Scanner Canon F917800 Canon

Primer MWG-Biotech AG
Farbeschiittler Edmund Biihler, Labortechnik

Phoretix 1D v2003.02
GelBond® PAG-Folie
Roti® Load Auftragspuffer

Nonlinear Dynamics
Lonza Rockland Inc.

Carl Roth GmbH & Co

Goes, Niederlande
Miinchen, Deutschland
Miinchen, Deutschland
Jahnsdorf, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Buchs, Schweiz
Deutschland
Ebersberg, Deutschland
Tiibingen, Deutschland
Newcastle, UK
Rockland, USA

Karlsruhe, Deutschland

Tabelle A12: Herstellungsschema der denaturierenden Gradienten

Komponenten der Gradienten
Gewiinschte Polyacrylamid- Sltammlosungen, Polymerisierungskatalysator, pl
Harnstoff- m
Konzentration (%) 0% 100% TEMED 10% APS
30 15,4 6,6 28,6 66
55 9,9 12,1 28,6 66
0 12 - 20 50

Da die Polymerisation von Acrylamid durch Zugabe von N, N, N’,
diamin (TEMED) und Ammoniumpersulfat (APS) katalysiert wird, wurden die 30% und 55%

Gradienten-Losungen mit diesen Katalysatoren ergénzt.
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Losungen fiir die Gel- Elektrophorese (MPCR, DGGE):

1) TAE-Puffer fiir Agarose- Gele / DGGE

50 x TAE-Stammldsung

242 ¢ TRIS

~ 600 ml Wasser

57,1 ml Eisessigsdure

100 ml 0,5 M EDTA, pH 8.0
ad 1000 ml mit Wasser

1 x TAE = 100 ml 50x TAE ad 5000 ml mit Wasser

2)

3)

9]

)

Ladepuffer / DNA-Auftragspuffer

DNA-Auftragspuffer Roti® Load DNA, Art.Nr. T847.1
Enthilt 240 mM Tris-Acetat,

6 mM EDTA,

0,12 % w/v Bromphenolblau,

40 % Saccharose,

pH 8,2

DNA-Standard

DNA-Standard: 100 bp-DNA-ladder, extended, Fa. Roth, Karlsruhe
DNA-Standard: 100 bp-DNA-ladder, equalised, Fa. Roth, Karlsruhe

Nicht- denaturierendes (0%) Polyacrylamid (DGGE)

50 ml 40 % Acrylamid / Bisarylamid (37,5:1)
2,5 ml 50x TAE- Puffer

5 ml Glycerin

ad 250 ml mit bidestilliertem Wasser

100 % denaturierendes Polyacrylamid (DGGE)

105,4 g Harnstoff

100 ml Formamid

50 ml 40 % Acrylamid / Bisarylamid (37,5:1)
2,5 ml 50x TAE- Puffer

5 ml Glycerin

ad 250 ml mit bidestilliertem Wasser

10 % Ammoniumperoxisulfat (APS) (DGGE)

100 mg APS
ad 1 ml mit bidestilliertem Wasser
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7) 8 x Cairns- Stammldsung (DGGE-Gelfarbung)

200 ml 96 % Ethanol

10 ml Essigsdure

40 ml bidestilliertes Wasser

50 ml 8x Cairns- Losung ad 400 ml mit bidestilliertem Wasser ergibt 400 ml 1x
Cairns- Fixierungslosung

8) Silberfarbe- Losung (DGGE-Gelfirbung)

e 1gAgNO3
e geldst in 400 ml 1 x Cairns- Fixierungslosung

9) Entwickler- Losung (DGGE-Gelfarbung)
e 250ml 1,5 % NaOH
e 750 ul Formaldehyd

10) Aufbewahrungs- Lésung (DGGE-Gelfarbung)

e 250 ml 96% Ethanol
e 100 ml Glycerin
e ad 1000 ml mit bidestilliertem Wasser

A13. zu 2.10.7 Realtime quantitative PCR
Tabelle A13: Verwendete Gerite und Chemikalien fiir die Realtime-PCR

Bezeichnung Hersteller Ort, Staat

Mx3000P QPCR System (Cycler) Stratagene Amsterdam, Niederlande
MxPro Programm Stratagene Amsterdam, Niederlande
Brilliant SYBRGreen 2x Mastermix Stratagene Amsterdam, Niederlande
Hot Star Taq™ Master Mix Qiagen Hilden, Deutschland
Primer MWG-Biotech AG Ebersberg, Deutschland
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Referenzstimme fur die Realtime-PCR

Tabelle A14: Referenzstimme und Kultivierungsbedingungen

Stamm/Name DSM Nummer Nihrmedium T in °C (08
Acetomicrobium faecale DSM 20678
Bifidobacterium adolescentis DSM 20083 BBM 37 -
B. bifidum DSM 20456 BBM 37 -
B. longum DSM 20219 BBM 37 -
B. suis DSM 20211 BBM 37 -
B. thermophilum DSM 20210 BBM 37 -
Escherichia coli DSM2840 LB 37 +
E. coli (institutseigene) PS37 LB 37
E. coli (institutseigene) PS79 LB 37
E. coli (institutseigene) PS90 LB 37
Enterococcus cecorum DSM 20682 LB 37  microaerophilic
E. durans DSM 20633 LB 37 +
E. faecalis DSM 13591 LB 37  microaerophilic
E. faecium (Cylactin) NCIMB 10415 LB
E. hirae DSM 20160 LB 37 +
E. villorum DSM 15688 LB microaerophilic
Lactobacillus acetotolerans DSM 20749 LAS 30 +
L. acidophilus DSM 20079 MRS 37 +
L. alimentarius DSM 20249 MRS 30 +
L. amylovorus DSM 20531 MRS 37 +
L. animalis DSM 20602 MRS 37 +
L. bifermentans DSM 20003 MRS 30 +
L. bifidus DSM 20100 MRS 30 +
L. brevis DSM 20054 MRS 30 +
L. delbrueckii s. bulgaricus DSM 20081 MRS 37 +
L. casei DSM 20011 MRS 30 +
L. crispatus DSM 20584 LAS 37 -
L. delbrueckii DSM 20711 LAS 37
L. farciminis DSM 20184 MRS 30 +
L. fermentum DSM 20052 MRS 37 +
L. gallinarum DSM 10532 MRS 37 +
L. gasserii DSM 20243 MRS 37 +
L. jensenii DSM 20557 MRS 37 +
L. johnsonii DSM 10533 MRS 37 +
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Stamm/Name
L. mucosae
L. murinus

L. panis
L. paracasei
L. plantarum

L. pontis

L. reuteri

L. rhamnosus
L. sharpeae

L. vaginalis

L. salivarius subsp. Salivarius

L. zeae

Lactococcus lactis subsp. Lactis

Streptococcus alactolyticus

S. bovis
S. infantis
S. mutans
S. porcinus

S. salivarius

S. suis

S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae

S. hyointestinalis
S. gallolyticus
Weissella confusa

W. hellenica

DSM Nummer Nihrmedium T in °C

DSM 13345
DSM 20452
DSM 6035
DSM 20020
DSM 20174
DSM 8475
DSM 20016
DSM 20021
DSM 20505
DSM 5837
DSM 20555
DSM 20178
DSM 20481
DSM 20728
DSM 20480
DSM 12492
DSM 20523
DSM 20725
DSM 20560
DSM 9682
DSM 20662
DSM 20770
DSM 13808
DSM 20196
DSM 7378

0,
MRS 37 +
MRS 37 +
LAS 37 +
MRS 30 +
MRS 30 +
LAS 30 +
MRS 37 +
MRS 37 +
LAS 30 +
MRS 37 +
MRS 37 +
MRS 37 +
LAS 30 +
BHI 37 +
BHI 37 +
BHI 37 +
BHI 37 +
BHI 37 +
BHI 37 +
BHI 37 +
BHI 37 +
BHI 37 +
BHI 37 +
MRS 30 +
MRS 30 +

Al4. zu 2.10.7.2 Erstellung einer Kalibrierreithe zur Quantifizierung von Real-Time PCR

Assays

Tabelle A1S: Verwendete Gerite und Chemikalien fiir die Erstellung einer
Kalibrierreihe

Bezeichnung Hersteller Ort, Staat

BHI-Medium (Brain Heart Infusion)

Zentrifuge Megafuge 1.0R

Thoma-Zihlkammer

Lichtmikroskop (40 x Objektiv)

Merck
Heraus
Zeiss

Zeiss

Darmstadt, Deutschland
Herrenberg, Deutschland
Jena, Deutschland

Jena, Deutschland
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