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2 EINLEITUNG

In den gemafigten Zonen ist beim Anbau von Getregdgelmalig mit Infektionen durch
FusariumArten zu rechnen. Diese Feldpilze schadigen zuraredie Pflanze mit der Folge
massiver Ertragsausféalle. Zum anderen produzigeeifaxine, welche auch nach der Ernte
im Getreidekorn verbleiben und regelmafig in gdelealtigen Nahrungsmitteln zu finden
sind. Der damit einhergehenden Gefahrdung der rhéalsen wie tierischen Gesundheit ist
gré3ere Bedeutung beizumessen, als den wirtsaegdtliVerlusten (RACINTA et al.; 1999).
Die groR3te Stoffgruppe der von Fusarien gebilddftkotoxine ist die der Trichothecene,
unter denen Deoxynivalenol (DON) als das Toxin wmhr haufigsten Inzidenz auffallt
(MULLER et al.; 1997a). Durch seine Stabilitat widerstelst auch Einwirkungen im
Herstellungsprozel? von Nahrungsmitteln und mul3 patentiell gesundheitsgefahrdend
eingestuft werden (S{OLLENBERGER et al.; 1999, WLFHALL et al; 1999,
Widestrand; 2001).

Bislang ist keine klare Aussage Uber die von DONgahende Gefahrdung der Gesundheit
von Mensch und Tier moglich, da keine exakte D¥gigkungsbeziehung aufgestellt werden

kann. Eine Toxinwirkung, insbesondere im subakwenzentrationsbereich, &Rt sich nur

durch standardisierte Versuche sicher beurteilenssAgen Uber die Gefahrdung durch
chronische Belastung kénnen nur Uber Langzeitvlesabgesichert werden.

Bei den bisher durchgefiihrten Untersuchungen zu tdeischen Effekten von DON im
Tierversuch handelt es sich meist um Belastungsebes mit Schweinen, da diese Tierart
gegenuber Trichothecenen am empfindlichsten rea@ermTer et al.; 1995).

Aufgrund der kostspieligen Beschaffung des Reim®xivurde in der Regel natirlich
kontaminiertes Material verwendet. Im natirlicheof®vechsel vonFusariumArten wird
aber niemals ein einziges Toxin in Reinform gelijld®mndern immer ein Toxin-Cocktall
unterschiedlicher Zusammensetzung und Gehalte. Dmsmimit dem Vorliegen weiterer
Mykotoxine neben DON in der natirlich kontaminiartRation zu rechnen. Diese Studien
sind somit, hinsichtlich Toxinkonzentration bzw.eriigbarkeit, nicht standardisierbar, was
zu teilweise erheblichen Unterschieden in den Higsen der einzelnen Untersuchungen
fuhrt.

Erstmals wurde im Rahmen der vorliegenden Untersugidie Wirkung von reinem DON
bei Schweinen soweit als moglich unter standandesie Bedingungen untersucht. Als
Neuerung gegenuber den bisherigen, in der Liteta¢schriebenen, Untersuchungen wurde
zur herkdmmlichen kontaminierten Getreideration eeihalbsynthetische Diat, unter
Ausschlul3 jeglicher Getreidekomponente, zusammégijes Die Kontamination der
Komponenten dieser halbsynthetischen Ration rRiisarien war naturlicherweise
auszuschlieBen. Die Versuchstiere wurden bis Vasheginn ganzlich toxinfrei gefittert.
Die Haltung der Tiere wurde so gestaltet, dass enewinschte Toxinkontamination (z. B.
Uber Einstreu) ausgeschlossen war.
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Es wurde eine kunstlich kontaminierte Ration zusamgestellt, die keinerlei weitere
potentiellen Toxinquellen enthielt. Ein weiterensameidender Faktor, namlich der Einflu3
einer restriktiven gegenuber einer Fitterung adulb, konnte ebenfalls im Rahmen des
Versuchs geprift werden.

Um dber die reinen Leistungsparameter (Wachstumttefawfnahme) hinausgehende
Wirkungen erfassen zu konnen, wurden weitere PdaeméStoffwechselphysiologie,
Immunglobuline) in die Untersuchung mit einbezogeres geschah insbesondere vor dem
Hintergrund, eventuell Ruckschlisse ziehen zu korang eine potentielle Gefahrdung des
Menschen durch chronische Aufnahme geringster Memigs Toxins Uber die Nahrung. Es
gibt Hinweise auf mdglich Zusammenhange zwischenimenunvermittelten Bergerschen
Nierenerkranung (BRGER 1969) und einer durch DON ausgeltdsten IgA-Anrerang in der
Niere (DoNG et al.; 1991, RTTER et al.; 1996).

Desweiteren sollte nach einer Moéglichkeit gesuchtden, eine Toxinexposition direkt am
Tier nachweisen zu konnen. Da die toxikologischealpse der Futtermittel, gerade im
unteren Kontaminationsbereich, nicht zwingend mitnikchen Erscheinungen bzw.
Leistungseinbul3en einhergehen muf3, sollte u.a.Parameter ermittelt werden, anhand
dessen eine potentielle Beeitrachtigung bereitshrem Auftreten erkannt werden kann.
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3 LITERATURUBERSICHT

3.1 Allgemeines

Mykotoxine sind fur Mensch, Tier und Pflanze gi&iflaturstoffe und werden aufgrund der
weltweiten Verbreitung von Schimmelpilzen in zaldhen Lebens- und Futtermitteln
gefunden. Es handelt sich hierbei, neben den Auikai, um die zweite grof3e, von diesen
Mikroorganismen synthetisierte, Wirkstoffgruppe. iMeals 400 Pilzmetabolite mit toxischer
Wirkung werden der Gruppe der Mykotoxine mittleri@edugeordnet, die jedoch nicht alle in
der Nahrungskette auftreten. In Nahrungsmittelelreg3ig und in h6heren Konzentrationen
gefunden werden bislang 20 Mykotoxine, die dahe@haaus Sicht des Verbraucherschutzes
Bedeutung besitzen.

Mykotoxine sind natirliche, sekundare Stoffwechsmlpkte niederer Pilze (Zygomycetes =
Schimmelpilze) der Abteilung Eumycota, die aufgrunder vielfaltigen Wirkungen,
abhangig von der chemischen Struktur, eine Gefalgydier menschlichen und tierischen
Gesundheit darstellen. Das Ausmald der Schadwirlaingcht ausschlief3lich bedingt durch
die Toxinkonzentration, sondern ist auch abhangigder Dauer der Toxineinwirkung.

In der Tierproduktion sind Mykotoxine in zweierleiinsicht relevant. Zum einen fihren
akute Intoxikationen zu massiven Krankheitsersal@gen mit hohen Verlusten (Turkey X-
Disease, 1961 in England). Zum anderen bedeuteskatibhronische Intoxikationen haufig
grole wirtschaftliche Verluste durch Wachstumshe&#thtigung und erhohte
Infektanfalligkeit. Die Kumulation im tierischen @ebe und damit das carry-over toxischer
Substanzen stellt eine Gefahr fir die menschliclesu@dheit dar (Bsp.Ochratoxing
(GAREIS; 1999).

Mykotoxine werden wéahrend des Wachstums von Schipilben in bestimmten
Entwicklungsphasen gebildet, wobei das Ausmal} dewdhstums keinen Ruckschlul® auf
die gebildete Toxinmenge zulaf3t. Die Fahigkeit Zoxinbildung ist genetisch bestimmt. Die
Synthesewege der Substanzen dahneln interessargerwstark dem Amino- und
FettsauremetabolismusiiK -GREMMELS; 1999).

Die Toxinproduktion und damit die Kontamination vdrebens- und Futtermitteln ist

abhangig von Umweltfaktoren wie Substratzusammensgt Feuchtigkeit und Temperatur,
wobei oftmals nicht nur eine Substanz, sondern gaeze Reihe chemisch verwandter
Verbindungen gebildet wird ((ELHARDT;, 1999, FNK-GREMMELS; 1999). Da sekundéare

Stoffwechselprodukte, im Gegensatz zu den Produ#iesn Primarstoffwechsels, nicht bei
allen Organismen zu finden sind, dienen sie auchCharakterisierung ihres Produzenten
(ENGELHARDT; 1999).
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Allerdings besitzen nicht alle Schimmelpilze dienigkeit zur Toxinbildung. Aber von mehr
als 250 Schimmelpilzarten ist bekannt, dass sieud#@z der Lage sind. Das
Toxinbildungsvermoégen innerhalb einer Art kann vBtamm zu Stamm stark variieren
(ENGELHARDT; 1999, MITH et al.; 2000, @GrEls; 1999). Die wichtigsten Mykotoxine sind
AspergillusToxine  (Aflatoxin  B1, G1, M1, Ochratoxin A, Stenmtocystin,
Cyclopiazonsaue)PenicilliumToxine (Ochratoxin A, Citrinin, Patulin, Cyclopiaaséaure,
Penitrem A), FusariumToxine (Trichothecene, Zearalenon, Fumonisine, ilformin),
Alternaria-Toxine (Tenuazonsaure, Alternariol, Alternariolimgether) und dieClaviceps
Toxine (Ergotalkaloide) (&REIS; 1999).

Uber die Funktion der Mykotoxinbildung ist bislamicht viel bekannt. Es wird jedoch
vermutet, dass sie einer Art metabolischen Korftnoktion (Suizid-Mechanismus) entspricht
sowie eine 0kologische Rolle bei Interaktionen amiteren Organismen spielt. So haben hohe
Mykotoxingehalte fungistatische oder gar fungizideivitét - und ebenso antibakterielle. Die
Bildung von Mykotoxinen kommt einem Schutzmechanisrgleich, zur Verteidigung gegen
Nahrungskonkurrenten, wie beispielsweise Baktesgzhe Penicillin). Gleichzeitig bedeutet
dies, dass pflanzliche Erzeugnisse, welche zunpdelt der Ernte nicht offensichtlich mit
Schimmelpilzen befallen sind, durchaus zu einenhdrén Zeitpunkt bereits mit Toxinen
kontaminiert worden sein konnenN&ELHARDT; 1999, MNK-GREMMELS; 1999).

Je nach Wachstumsbedinungen unterscheidet man tradidtagerpilze. Wéahrend Feldpilze
(z. B. Fusarium Clavicep$ auf einen Wassergehalt von Uber 20 % angewidsen stellen
die xerophilen Lagerpilze (z. BAspergillus Penicillium) geringere Anforderungen an den
Feuchtegehalt. Allerdings kann auch eine Feldmfaflnoch bis zu einem Wassergehalt von
16 % eingeschranktes Wachtum und geringe Stoffvetakisvitat zeigen, weshalb fur die
Getreidelagerung ein Feuchtegehalt von unter 1%5rdf@hlen wird (MULLER et al.; 1997a,b,
SMITH et al.; 2000, EPscHY, 2001).

Weitere wichtige EinfluRfaktoren fur das Wachstuom \Feldpilzen sind neben der Witterung
auch die Bodenbearbeitung, die Dingung, die Fralgefund der Einsatz von Fungiziden
sowie die Wahl des Standortes und der verwendetete.SNahrend die durch Lagerpilze
bedingte Mykotoxinbildung durch konsequente Troglgyurockene Lagerung und eine gute
Beluftung génzlich vermieden werden kann, ist defaB von Getreide mit Feldpilzen bis zu
einem gewissen Grad unvermeidlichA(DCKE et VALENTA; 1999, LEPSCHY, 2001).

In der heute Ublichen landwirtschaftlichen Praxist @s aufgrund der komplexen Biologie
von Infektion, Wachstum und Toxinbildung keine ussande Strategie zur Vermeidung
eines Pilzbefalls auf dem Feld, insbesondere gdmgritusarien (FINK-GREMMELS; 1999,
D’MELLO; 1999).
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3.2 Fusarien und Fusarientoxine

In der Getreideproduktion kommt démsariumArten die grof3te Bedeutung zu. Die meisten
FusariumArten sind Bodenpilze, die, neben der Fahigkeit Toxinbildung, hauptsachlich
als wichtige Pflanzenpathogene Bedeutung habénidBE et VALENTA; 1999, RACINTA et
al.; 1999). Schaden konnen in jedem Entwicklungista der Pflanze, von der Aussaat bis
zur Ernte, entstehen und u.a. zu verminderter Kedfhkles Saatgutes flihren. Die gréf3ten
EinbuRen werden jedoch durch einen Ahrenbefall ¥Eaubahrigkeit, FHB Fusarium
Head Blight) verursacht, hervorgerufen durch mamdgel N&hrstoffversorgung an der
Kornanlage. Die Infektion der Pflanze findet mezsim Zeitpunkt der Blute statt, wobei
insbesondere feuchtwarme Wetterlagen eine Infektibaglinstigen (GGENBERG
HARTUNG; 1999, FAO; 2001).

Neben den wirtschaftlichen Verlusten erlangen in tezten Jahren zunehmend auch die
gesundheitlichen Risiken durch eine begleitende dilykinbelastung des befallenen
Getreides Bedeutung. So schéatzt die UN Food anccélgrre Organization (FAO), dass bis
zu 25 % der Weltproduktion von Nahrungsmitteln Mitkotoxinen kontaminiert sind. In der
EU enthalten ungefdhr 20 % der Getreideernten nrel3ibddengen an Mykotoxinen
(ENGELHARDT; 1999, FAO; 2001).

Die durch Mykotoxine hervorgerufenen Krankheitseesoungen bezeichnet man als
Mykotoxikosen. Sie treten wahrscheinlich sehr Hgduf, werden aber selten als solche
erkannt. Krankheitsausbriiche treten meist saisamafi auch in Abhangigkeit der

Witterungsbedingungen. Oftmals lal3t sich eine ki&eziehung zu einer bestimmten
Futtermittelcharge erkennen. Die auftretenden Cdiseitsstorungen sind im Gegensatz zu
infektiés bedingten Erkrankungen nicht Gbertraglozdt eine antibiotische Therapie bleibt in
der Regel erfolglos (ENICKE et VALENTA; 1999).

3.2.1 Vorkommen und Bedeutung von Fusarien bzw. Fusaxaren

Pilzinfektionen mitFusariumArten und die damit verbundene Belastung mit debildeten
Toxinen haben in den gemaRigten Klimazonen Norgesaie hdchste Pravalenz und werden
auch regelmaRig in diesen Regionen Afrikas und mssgefunden (SENTIFIC COMMITEE ON
FooD (SCF); 1999).

Die von Fusarien gebildeten Toxine gliedern sichdmei Hauptgruppen: Trichothecene,
Zearalenon und Fumonisine. Weltweit gelten Trickodne als die dominierenden
Mykotoxine in Weizen, Gerste und Mais. Sie werdem zahlreichen Vertretern déungi
imperfectigebildet, wobei sie Uberwiegend von Spezies déuGgFusariumisoliert wurden
(ENGELHARDT; 1999, RACINTA et al.; 1999, RITH et al.; 2000). Als wichtigste Vertreter der
Trichothecene sind Deoxynivalenol (DON), Nivalen®lIV), Diacetoxyscirpenol (DAS)
sowie in kalteren Regionen auch T2- und HT2-Toximgnnen (RDEMANN; 1999).
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DON ist weltweit das am haufigsten auftretende Mgk, wobei als Hauptproduzentén
graminearumundF. culmorumvon Bedeutung sind (WHO; 1993, SCF; 1999). In ké¢rten
zwei Jahrzehnten kam es in niederschlagsreicheredategelmallig zu Infektionen mit
F. graminearumund F. culmorum Zwischen dem Vorkommen der beiden Spezies und den
klimatischen Bedingungen laf3t sich ein deutliches&nmenhang erkennen. Wahread
graminearumeher in warmeren Gebieten (Nord-Amerika, Japanin&hzu finden ist,
dominiert in kihleren Gegenderr. culmorum (Skandinavien, Nord-Europa). Das
gemeinsame Auftreten von DON und seinen acetyheiigaloga (3-ADON, 15-ADON) oder
anderen Fusarientoxinen wie NIV und ZEA st haufigu beobachten
(WIDESTRAND et al.; 2001, FAO; 2001).

In Deutschland ist in erster Linie mit InfektiondarchF. poae(46 %),F. avenaceunt44 %)
undF. graminearum(37 %) zu rechnen. Infektionen mit andeFarsariumArten kommen zu
einem deutlich geringeren Prozentsatz varL{ER; 2000). Anhand einer Ubersichtsstudie
Uber 6 Jahre konnte im Sidwesten Deutschlands DO8ha Giberwiegend auftretende Toxin
identifiziert werden.

Der Prozentsatz DON-positiver Proben bewegte swischen 69 und 96 %, mit Gehalten
von 152 im Jahr 1989 bis 1.691 pg DON/kg im Jal@71@ abelle 1). Auch in Gerste wurde
DON, mit einer Inzidenz von 71 bis 98% und mittlei®ehalten von 42 bis 400 ug/kg, als
das hauptséachlich auftretende Toxin identifiziBtO(LER et al.; 1997a, b).

Ebenso konnte bei Ernten aus dem Jahre 1999 DOd#aalkervortretende Toxin identifiziert
werden. Es wurde in 45% der untersuchten Probehgeadesen und zwar jeweils mit den
hdchsten Gehalten im gesamten KontaminationsspeKtEuULNER; 2000).

Tabelle 1 Haufigkeitsverteilung von DON in Weizenpoben aus dem Stuttgarter Raum, Baden-
Wiirttemberg (M ULLER et al.; 1997a, b)

Anteil DON-kontaminierter Proben [%]
Toxingehalt [mg/kg] 1987 1989 1990 1991 1992 1993
<100 42 69 26 54 45 51
100-500 19 27 43 32 37 36
>500-1000 14 3 15 5 16 7
>1000-2000 12 1 12 4 1 2
>2000-5000 4 0 1 5 0 2
>5000 9 0 3 0 1 2
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Tabelle 2 Fusariumtoxine in getreidehaltigen Nahrugsmitteln aus dem Siidwesten Deutschlands.

@ basierend auf einer Gesamtzahl von 96, 29, 32 bz&b Proben in den Gruppen A, B, C

bzw. D (SCHOLLENBERGER et al.; 1999)

Toxinmenge in pos. Proben [ug/kg]

Nahrungsmittel oxin os. Proben [%] ) |Bereich Mittelwert edian
Brot u. a. Produkte DON 80 (83) 15-788 92+102 62
(A) NIV 2(2) 67-169 118451

3-ADON 1(2) 11 11

15-ADON 0

FUS-X 0

HT-2 13 (14) 12-32 1646 12

T-2 1(1) 4 4
Nudeln DON 27 (93) 15-1670 158+334 62
(B) NIV 1(3) 28 28

3-ADON 0

15-ADON 1(3) 28 28

FUS-X 0

HT-2 8 (28) 12-25 1345 12

T-2 0
Fruhstiickscerealien DON 18(56) 15-238 7572 53
©) NIV 0

3-ADON 4 (13) 16-40 25+10

15-ADON 9 (28) 15-37 2349

FUS-X 0

HT-2 10 (31) 12-22 1343 12

T-2 2 (6) 4-7 6+2
Baby-/Kindernahrung | DON 15 (60) 15-314 61+86 23
(D) NIV 0

3-ADON 1(4) 11 11

15-ADON 0

FUS-X 0

HT-2 1(4) 12 12

T-2 0

Fusariumtoxine spielen jedoch nicht nur in der dieéhrung bzw. hinsichtlich

wirtschaftlicher Faktoren eine Rolle, auch das gdbeitsgefahrdende Potential durch eine
Toxinbelastung getreidehaltiger Lebensmittel isthhizu unterschatzen. Aufgrund der
Kontamination der heimischen Getreide und der Isteffeen Erzeugnisse, stehen
Belastungen mit DON und ZEA im Vordergrund.

Da es sich bei Fusarientoxinen (Trichothecene) uiegst stabile Substanzen handelt, welche
Vorgange wie Mahlen, Backen und andere Prozessen Rahmen der
Nahrungsmittelherstellung unbeschadet tUberstelmmit es durch kontaminiertes Getreide
auch zu einer Toxinbelastung des daraus hergestdlkbensmittels. So konnten bereits in
einer Vielzahl von getreidehaltigen Nahrungsmitté®not, Nudeln, Cerealien) und sogar in
Baby- und Kleinkindnahrung beachtliche Mengen amifen gemessen werden (Tabelle 2)
(SCHOLLENBERGEREt al.; 1999, VBLF-HALL et al.; 1999).
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3.2.2 Deoxynivalenol
3.2.2.1 Struktur und chemische Eigenschaften

DON wurde erstmals von japanischen Wissenschafdésrsog. "Rd-Toxin" auBusarium
befallener Gerste (MROOKA et al.; 1972) und spater alrmisariuminfiziertem Mais aus
Nordwest-Ohio (#SONDER et al.; 1973 & 1976) isoliert. Die Substanz wurdés
Trichothecen identifiziert, und aufgrund ihrer eiselten Wirkung beim Schwein erhielt sie
den Namen "Vomitoxin" (BTTER et al.; 1996).

Die Gruppe der Trichothecene umfaldt Gber 148 chemigrwandte Substanzen, die von
Fusarienund verwandten Pilzen gebildet werden. Allesamd &is eng verwandte tricyclische
Sesquiterpene auf der Basis einegs-Gerusts (Abbildung 1) (HING et al.; 1997,
WIDESTRAND; 2001).

Die Klassifizierung in vier Gruppen A, B, C und Dfadgt anhand bestimmter chemischer
Merkmale, die sich auch in Toxizitat und biologisch Aktivitat niederschlagen.
Grundsatzlich verantwortlich fiir die allgemein taotie Wirkung von Trichothecenen ist die
Doppelbindung zwischeng@ind G, sowie der Epoxidring an:&i3

Die spezifische Toxizitat der vier Untergruppen elgen ist abhangig von der Struktur der
Seitenketten am Molekdl. Trichothecene des TypsI'2-Toxin, HT2-Toxin) zeichnen sich
durch einen Hydroxyl-/ Hydrogen- oder Isovallerygéd® an Position £aus, wahrend sich bei
Trichothecenen des Typs B (DON, NIV) an dieser I8teine Carbonylgruppe befindet.
Substanzen der Typ A-Trichothecene weisen eine ntlese hohere Toxizitat auf als
Vertreter des Typs B.

Charakteristisch fur Typ C-Trichothecene ist eineite Epoxid-Gruppe an Positiory £oder
Co10 Vertreter des Typs D weisen einen Uber Ester @4t und G verbundenen
makrozyklischen Ring auf.

Die Loslichkeit der Substanzen ist abhangig vomafsationsgrad. Im allgemeinen I6sen
sich diese Toxine aufgrund ihrer polaren Strukiuoliganischen Losungsmitteln wie Aceton,
Chloroform oder Ethylacetat, wobei sich farblosptisth aktive, Lésungen ergeben. Stark
hydroxylierte Vertreter wie DON und NIV |6sen sicdagegen auch in polaren
Losungsmitteln. DON selbst hat ein Molekulargewibih 296,32 D.

Es bildet in kristalliner Form feine, weiRe Nadelwglche sich in Ethanol, Methanol,
Ethylacetat und Chloroform l6sen, aber auch sehr iguWasser (HLING et al.; 1997,
WIDESTRAND; 2001).
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a) Klasse A-Trichothecene b) Klasse B-Trichothemne
Typ A Typ B
H H
’-?uuR1 '-..IIIR1
Y wunH o
R, i CH, R, R, £ CH, R,
RS R3
A T2-Toxin HT2-Toxin B DON NIV
R1 |[OH OH R1 OH OH
R2 |[OAc OH R 2 H OH
R3 OAc Oac R3 OH OH
R4 |H H R4| OH OH
R5 |[OCOCH,CH(CH3), [OCOCH,CH(CHs),

Abbildung 1 Trichothecen-Grundgerust

3.3 Toxizitat von Deoxynivalenol

Die Toxizitatsverhaltnisse der Trichothecene vormp A und B wurden in zahlreichen
Zellkulturtests und Tierversuchen untersucht. Dah@nfolge hinsichtlich der Toxzitat war
hierbei, unabhéngig vom verwendeten Testsystenglaiehbar. Dagegen mufiten deutliche
Unterschiede hinsichtlich der Sensitivitat des jéswerwendeten Testsystems gegentber den
einwirkenden Substanzen verzeichnet werden. So Weesoxin bei der Verwendung von
Vero-Zellkulturen eine 1.300fach groRRere Toxizidf als DON; in MIN-GL1 Zellen
dagegen war sie 23.000fach, in K-562-Zellen 2.0€lofand in BHK-21-Zellen 1.500fach
hoher (POTTER et al.; 1996).

Das allgemeine Wirkungsprinzip der Trichothecenaulbe auf einer Hemmung der
Proteinbiosynthese auf ribosomaler Ebene. Voramssgt hierfir ist eine intakte
Doppelbindung an Position ¢G sowie die Epoxidgruppe an Position 1263

(EHLING et al.; 1997).

Durch Bindung von DON an die 60s Untereinheit ey&ater Ribosomen kommt es zu einer
Hemmung der Peptidyl-Transferase und somit zu ei@&rung der Polypetidketten-
Verlangerung auf der Stufe der Elongatioro{ReR et al.; 1996, WOESTRAND et al.; 2001).
Auch die Bildung von DNA bzw. RNA sind hiervon bafien.
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Aus der Proteinsynthese-Hemmung resultiert, vetotutekundaren Effekten zufolge,
sowohlin vitro als auchin vivo eine Hemmung der DNA- und RNA-Synthes&RI(&EN et
ALEXANDER; 1998 WIDESTRAND et al.; 2001).

DarUberhinaus wird ein weiterer Schadigungsmechamssauf zellularer Ebene diskutiert.
Durch Lipidperoxidation wird eine Anderung der Zedimbranfunktion vermutet. So fiihrt
DON, &ahnlich wie T2-Toxin zu einer Hamolyse von tBrgzyten. Durch Zusatz von
Antioxidantien lat sich dies verhindern, wonaclmeeiBeteiligung freier Radikale am
Schédigungsprozeld zu vermuten ist.

In vitro-Tests an Lymphozyten haben auch gezeigt, dass RBINyngig von der eingesetzten
Dosis, der Herkunft der Lymphozyten bzw. des Gewebend einer evt.
Glucocorticoidwirkung, Apoptose induzieren oder hiedern kann. Mky et al. (2001)
konnten mittels in vitro-Versuchen zeigen, dass die Zugabe von DON zu einer
Lymphozytenkultur negative Auswirkungen auf die Igedliferation hat und zu einer
veranderten Zytokinproduktion fihrt.

Im Gegensatz zu T2-Toxin, welches vermutlich auigruer deutlich héheren Lipophilie
besser und weiter in das Zellinnere eindringen kéeschrankt sich die Wirkung von DON
wahrscheinlich mehr auf die aul3eren Bereiche Hetref Zellen, woraus sich auch der grolRe
Toxizitatsunterschied beider Substanzen erklarefieli (RIKSEN et ALEXANDER; 1998,
WIDESTRAND et al.; 2001).

Die Wirkung von DON auf den Gesamtorganismus s¢heatoch von komplexer Natur zu
sein und daruberhinaus sekundaren Effekten zuliegen (ROTTER et al.; 1996, RIKSEN et
ALEXANDER; 1998). Nicht nur die aufgenommene Konzentratiorvist Bedeutung, sondern
auch die Dauer der DON-Exposition sowie die Spezestimmen den Grad der Schadigung.
Die gro3te Sensitivitdt zeigen hierbei monogadtestiere (insbes. Schwein), wohingegen
Tiere mit einem Vormagensystem eine hohere Tolegegeniber DON aufweisen. Die
relative Unempfindlichkeit von Wiederkauern ist alié Umwandlung des Toxins in einen
ungiftigen Metaboliten durch die aktive Vormagerdlozurtickzufihren. Beim Gefligel
dagegen scheint die sehr schnelle Darmpassageamid die rasche Elimination des Toxins
aus dem Organismus flr eine gewisse "Toxinresistemegrantwortlich zu sein
(RoTTER €t al.; 1996, HLING et al.; 1997).

3.3.1 Allgemeine Wirkung von Deoxynivalenol beim Schwein

Die Kklinischen Symptome bei einer akuten DON-Inkation nach oraler oder
intraperitonealer Toxinverbreichung reichen von i8pain, Ubelkeit und abdominalem
Schmerz bis hin zu ErbrechendRER et al.; 1996; SCF, 1999 M8H et al.; 2000). Die
minimale emetische Dosis (MED) betragt 50 png DONKYg bzw. 20 mg DON/kg Futter
(RoTTER €t al.; 1996ERIKSEN et ALEXANDER; 1998).
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Nach akuten Intoxikationen wurden bei pathologiscHéntersuchungen Nekrosen im
Gastrointestinaltrakt sowie Verédnderungen des Keogtarks und der lymphatischen
Gewebe gefunden. Ebenso lieRen sich fokale Lasioné&here und Herzmuskulatur sowie
Schadigungen des zentralen Nervensystems erkeeameRr et al.; 1996). Die Lk bei
Mausen nach oraler Toxinverabreichung lag zwisch@mg/kg KM (B6C3F1-Maus) und
46 mg/kg KM (DDY-Maus) (SCF; 1999).

Subakute bis chronische Intoxikationen mit niedmigeehalten <5 mg/kg) fuhren dagegen
nur zu unspezifischen Symptomen wie reduzierteeFafnahme (Anorexie) und verzdgerte
Gewichtsentwicklung, Veranderungen der Serumgehaieiger Blutparameter (inkl.
Immunglobuline), evt. Hautirritationen und eine @nte Krankheitsanfalligkeit (®TTER et
al.; 1996, SCF; 1999).

In vielen Untersuchungen konnte aber zugleich aeicle gewisse Toleranzentwicklung
beobachtet werden. Symptome wie verminderte Futieashme und Verzbgerung im
Wachstum zeigten sich meist nur wahrend der efégesuchstage. Im weiteren Verlauf kam
es dann, je nach eingesetzter Toxinkonzentrationginer Erholung der Tiere mit einer
teilweisen bis vollstandigen Kompensation der aglighen Verluste (RTTER et al.; 1996).

Aus den bisherigen Untersuchungen (v.a. naturlmhakminiertes Futter) zur Wirkung von
Deoxynivalenol in verschiedenen Tierversuchen kafh bislang nicht festlegen, wieviel
dieses Stoffes taglich von einem Menschen ohned®déHaing aufgenommen werden kann.
So legte die Europaische Kommission fur Gesundiredt Verbraucherschutz in Brissel zum
einen einen NOAEL (No Observed Adverse Effect Leveh 0,1 mg/kg KM/Tag und einen
tTDI, temporary Tolerable Daily Intake, von 1pugkKiyl fest (SCF; 1999).

3.3.2 Toxische Effekte von Deoxynivalenol im Detail

3.3.2.1 Inappetenz

Erstes Anzeichen einer subakuten bzw. chronisch@N-Ihtoxikation beim Schwein ist das

Auftreten von Inappetenz und ein damit verbunddfiabruch in der Leistung (reduzierte

Futteraufnahme, verminderte Gewichtsentwicklungappetenz an sich ist als ein sehr
unspezifisches Symptom anzusehen, zumal versclae8gsteme hier ursachlich eine Rolle
spielen kdnnen.

Zunachst steht der Gastrointestinaltrakt selbstViondergrund. Dieses Kompartiment ist

allgemein als das erste Zielorgan fur durch DON/dgrerufene Wirkungen anzusehen. Man
geht davon aus, dass es unter DON-Einwirkung zareiirekten Schadigung der Magen-

bzw. Darmschleimhaut kommt (RTER et al.; 1996). Deutliche histopathologische
Veranderungen wurden nach oraler Verabreichung Méisen nachgewiesen. Es traten
Veranderungen wie Nekrosen und fokale DegeneratemOesophaguswand auf, daneben
kam es zu signifikanten Lasionen in priméren urkiisdaren lymphoiden Organen.
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Neben einer verminderten Kérpermasse wiesen betrefiere auch entsprechend geringere
Organgewichte auf (RnoOLD et al.; 1986).

Bei Schweinen wurden dagegen bislang nur verhéitillsg wenig pathologische Befunde
erhoben. Veranderungen stellten sich hier in erkiare als Verdickung und starkere
Faltelung der Magenschleimhaut darofRer et al.; 1994, ReLusky et al.; 1994b).
Allerdings berichteten RENHOLM et al. (1994) auch von einer DON-bedingten Reduktier
Magenschleimhaut mit vereinzelten Erosionen.

Neben einer direkten Schadigung gastrointestin@legane durch DON, muf3 auch die
Beeinflussung zentraler Steuerungssysteme, welghgeth und Futteraufnahmeverhalten
regulieren, in Betracht gezogen werden. Insbesend#das Serotoninsystem ist an
lebenswichtigen  Regulationsmechanismen  wie  z. B. hla&¢wachrhythmus,

Schmerzwahrnehmung und Hunger-/Sattigungsgefuhkiliggt Serotonin — oder 5-

Hydroxytryptamin (5-HT) — findet sich im Organismusden enterochromaffinen Zellen des
Gastrointestinaltraktes, in Thrombozyten und MdkingNager).

Im Gehirn fungiert es als Neurotransmitter, v.aden phylogenetisch alteren Arealen wie
Hypothalamus und Mittelhirn. Seine Wirkung wird diirStimulation spezifischer Rezeptoren
vermittelt. Flr keinen Transmitter sind so vielezB&ortypen bekannt wie fur Serotonin, und
die Vielzahl der Subtypen (5-H{A-D), 5-HT, und 5-HT) trAdgt eher noch zum
Unverstandnis der pharmakologischen Wirkungen ueghdnismen bei (fRTHet al.; 1992,
LOScHERet al.; 1994, RELUSKY; 1996).

Erste Hinweise flir eine Beteiligung zentraler Stengsvorgange lieferten 1988rEPATRICK
und Mitarbeiter, indem sie nachweisen konnten, dasshothecene (DON, T2-Toxin) bei
Ratten zu einer Erh6hung der Konzentration von dneg Aminen (insbesondere 5-HT) im
Gehirn fuhren. Weiterhin zeigtenrRBLUSKY und TRENHOLM (1993), dass sich durch eine
Vorbehandlung mit einem 5-H4Antagonisten DON-induziertes Erbrechen beim Schwel
verhindern laf3t.

Zum einen stehen somit beide fiur DON charaktedsés Symptome (verminderte
Futteraufnahme und Erbrechen) in direktem Zusamergph mit einer erhohten
serotoninergen Aktivitdat im Gehirn. Zum anderen ibiessen niedrige DON-Gehalte
nachweislich die Konzentration von Neurotransmitierder Zerebrospinalflissigkeit (ZSF).
Die Theorie der neurologisch bedingten Inappetengmdes durch den Nachweis eines
schnellen und anhaltenden Anstiegs von 5-Hydroxofesbigsdure (5-HIAA), des
Hauptmetaboliten im Serotonin-Stoffwechsel, unterera

Hohe Gehalte an 5-HIAA indizieren eine gesteigestrotoninerge Aktivitdt im ZNS
(SWITH;1992, RRELUSKY; 1993, MITH; 2000). Bereits zwei Stunden nach intragastralgr) (
und intravendser (i.v.) Verabreichung von DON kanih einem Ansteigen von 5-HIAA in
der ZSF gerechnet werden, wobei nach i.g. Veratweig ein deutlich starker ausgepragter
Effekt zu erwarten ist (ELUSKY; 1993).



LITERATURUBERSICHT 13

Der geschwindigkeitsbestimmende Faktor in der adgr Serotonin-Synthese ist die
Verfugbarkeit der Vorlaufer-Aminosaure Tryptoph&ogTH et al.; 1992). Die Beeinflussung
der zentralen 5-HT-Turnover-Rate ist auf verschedeWegen moglich, z. B. durch eine
vermehrte Aufnahme von Vorlaufer-Aminosdure aus 8khrung, durch eine direkte
Synthese- oder Stoffwechsel-Steigerung und/odechdeme vermehrte Ausschittung bzw.
Transmission von 5-HIAA in die ZSF gBLUSKY; 1993).

Zunachst wurde angenommen, dass nicht eine dimkigrale Wirkung von DON fur die
Steigerung der Serotonin-Aktivitdt im Gehirn vergottlich ist. Vielmehr sollte dies die
Folge anderer DON-bedingter pharmakologischer Efedein (RELUSKY; 1994a). Derart
erhohte Serotonin-Gehalte im ZNS kénnten die Fotgger Hyperaminoacidamie sein.
Vermutlich kommt es durch eine trichothecenbedindggenmung der Proteinsynthese in der
Leber zu einem Anstieg freier Aminoséauren im Blusbesondere von Tryptophan. Bei
verschiedenen Spezies konnten tatsachlich durabheriBlut-Tryptophan-Gehalte regional
veranderte zerebrale Serotonin-Spiegel gemessendewer Dartberhinaus wurden
Verdanderungen im Dopaminmetabolismus und damit eseitAnhaltspunkte fiir eine
neuropharmakologische Beeinflussung des Futteraaofeaerhaltens gefundenM8H; 1992,
PRELUSKY; 1993, ™ITH; 2000).

3.3.2.2 Leistungseinbul3en anderer Genese

Es ist naheliegend, dass Inappetenz und dadurchinaerte Futteraufnahmen mit Einbul3en
in Zuwachs und Gewichtsentwicklung einhergehen.bar hinaus muf3 aber auch in
Betracht gezogen werden, dass es ebenso durch Baemtrachtigung biochemischer

Verdauungsvorgange bzw. eine mangelnde Bereitatellon Substraten zur Schadigung von
Zell- und Organfunktionen und damit sekundar zwstugigseinbul3en kommen kann. Hierbei
steht besonders die Beeintrachtigung von Enzymeddenmukosa im Vordergrund, welche
an oxidativen Vorgangen im Rahmen des Glutaminnoditsabus beteiligt sind. So ist z. B.

nachgewiesen, dass eine Belastung mit NivalenoV ®u einer signifikanten Abnahme der
o-Ketoglutarat-Dehydrogenase-Aktivitat (KGDH), verlen mit einem tendenziellen ALT-

Anstieg, fihrt (MADAJ et al.; 1999).

Das Enzynu-KGDH ist als Komponente des mitochondrialen Titcarsaure(TCA)-Zyklus -
oder Krebszyklus - unmittelbar an der Energiebstediung der Zelle beteiligt. Der TCA-
Zyklus ist die "Drehscheibe" im Stoffwechsel vonoPrwie Eukaryonten und somit
verantwortlich fir den gro3ten Teil der Kohlenhydr&ettsaure- und Aminosaureoxidation
sowie die Erzeugung zahlreicher Vorstufen fir Bidbgsen. Das Enzym-KGDH ist also

an der Zellatmung (Sauerstoffaufnahme in die Zelte) damit an der Energieversorgung der
Zellen beteiligt.

Eigentlich handelt es sich um einen Multienzymkaoempl bestehend aus-KGDH,
Dihydrolipoyl-Transsuccinylase und Dihydrolipoyl-Bydrogenase, der die oxidative
Decarboxylierung vou-Ketoglutarat zu Succinyl-CoA katalysiert.
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0-KGDH ist gleichermal3en in Zytosol und Mitochondrigu finden, wobei von einem
Gleichgewicht ~ zwischen  beiden  Kompartimenten  auasggen  wird. Die
geschwindigkeitsbestimmenden Enzyme des TCA-Zykl{@Gitrat-Synthase, Isocitrat-
Dehydrogenase und-KGDH) werden fast ausschlief3lich durch drei Fadokontrolliert:

Substratverfigbarkeit, Produkthemmung und kompetitRlickkopplung. Als wichtigste
Regulatoren treten hierbei die Substrate OxalacetdtAcetyl-CoA und sein Produkt NADH
in Erscheinunga-KGDH selbst wird ebenfalls stark durch seine Pkaeisuccinyl-CoA und
NADH gehemmt.

Bei einer Hemmung des TCA-Zyklus kommt es zur Aribég von Oxalacetat und der
Bildung eines Gleichgewichtes zwischen Uberschéssi@xalacetat und Malat. Malat wird
aktiv aus den Mitochodrien hinaustransportiert getit in die Glukoneogenese ein. Solche
Zwischenprodukte kénnen je nach ErfordernissenSdeSwechsels in anderen Abbauwegen
verbraucht oder nachgeliefert werden.

Die Transaminierung und Desaminierung von Aminosiéaust beispielsweise ein solcher
Abbauweg. Eine reversible Reaktion, die zur Produoktresp. zum Verbrauch von-
Ketoglutarat und Oxalacetat fuhrt. Das fir diesak®en verantwortliche Enzym Alanin-
Amino-Transferase (ALT, frUher Glutamat-Pyruvatfisaminase, GPT) katalysiert die
Reaktion voro-Ketoglutarat und L-Alanin zu L-Glutamat und Pyrtiva

Wird also die Glukoseaufnahme lber den Darm rediyze kommt es durch eine gesteigerte
ALT-Aktivitdt zu einem Anstieg von Alanin. Diesesatn dann in der Leber in die
Glukoneogenese eingehen und somit ein Energietlef(zerminderte a-KGDH-
Aktivitat/Glukosemangel) ausgleichen @&t et VOET; 1992). Auf diesem Wege ware eine
direkte Wirkung von DON auf die Leistungsfahigkaés Schweines in Bezug auf Wachstum
und Gewichtsentwicklung durch Beeinflussung zefledd bzw. mitochondrialer
Stoffwechselsysteme zu erklaren.

3.3.2.3 Wirkung von Deoxynivalenol auf das Immunsystem

Zellulare Abwehr

Zur Gruppe der Fusarientoxine gehdren einige deenpesten Protein-Synthese-Inhibitoren.
So erzeugen Fusarientoxine schwere Schaden inesgetem und damit proliferativ aktivem
Gewebe wie Knochenmark, Lymphknoten, Milz, Thymuad intestinaler Mukosa @3TkA et
BonDy; 1990). Das Wirkungsspektrum ist sehr breit undichte von Stérungen der
Infektabwehr bis hin zu massiven Stérungen der Imantwort sowie zellularer Funktionen
(THURSTONet al.; 1986).

Beziglich seines Einflusses auf das Immunsystetndies Wirkung von DON eher als
ambivalent im Sinne einer Immunmodulation zu vdrste So fiuhrt das Toxin einerseits zu
einer Immunsuppression, wahrend andererseits geiamzentrationen das Immunsystem
auch stimulieren kénnen.
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Unter DON-Einwirkung besteht nachweislich eine étkeéAnfalligkeit gegentber viralen und
bakteriellen Infektionen. Méglicherweise wird somiufig eine ursachlich zugrunde liegende
Intoxikation durch krankheitsbedingte Symptome eklsiert oder gar nicht erkannt@RTER

et al.; 1996).

Es konnte beispielsweise beobachtet werden, dass gleichzeitige Verabreichung von
Lipopolysacchariden (LPS = Zellbestandteile Grarmgatiwer Bakterien) und Trichothecenen
zZu einer gesteigerten Sensitivitat hinsichtlich dé€?S-Exposition fuhrt. Im Gegenzug
potenziert eine gemeinsame Verabreichung mit LRRSTdkizitat von Trichothecenen. Somit
lant sich unter ToxineinfluR einmal eine erhdhtefaMigkeit gegentber Infektionen mit
Gram-negativen Erregern und im Gesamten eine kdratemsabhéngige Schwéachung der
unspezifischen Abwehr ableiten. Das Immunsystem saifeben dem Gastrointestinaltrakt,
als primares Targetorgan interaktiver Effekte arbea werden @ESTKA et BoNDY; 2000,
ZHou et al.; 2000).

Humorale Abwehr

Die Wichtigkeit von Untersuchungen Uber das Schédigpotential von Mykotoxinen wird
deutlich, betrachtet man mdgliche Zusammenhdngeschen der beim Menschen
auftretenden IgA-Nephropathie und déomsarienToxin DON.

Bei dieser, von BRGERet HINGLAIS (1968) erstmals beschriebenen chronischen Entzigndun
der Nieren, handelt es sich um eine mesangiopratife Glomerulonephritis. Sie ist mit
50 % die am héaufigsten auftretende Nephritisfornertibupt (BERGER et HNGLAIS; 1968,
BERGER 1969). Schatzungen zufolge liegt insgesamt in %0 aller auftretenden
Glomerulonephritiden und 10 % der Dialyse-FalleseigA-Nephropathie zugrunde Brka

et al.; 1989).

Die kausalen Zusammenhange fir die Entstehung é&#eNephropathie beim Menschen
sind noch weitgehend ungeklart. Nach heutigem Staed Forschung kommt der
Inaktivierung von T-Suppressor-Zellen eine bededgegRolle zu.

Nahrungsmittelbestandteile (sog. Antigene), die Werdauungstrakt passieren, kbnnen von
dort ansassigen speziellen Zellen (Makrophagen),sdgenannten Antigen-prasentierenden
Zellen (APC) aufgenommen und verarbeitet werderscAhel3end wird das Antigen auf der
Oberflache dieser APC in Kombination mit einem imestten Erkennungsmolekil (MHC-
Klasse Il-Molekil) prasentiert. Interaktionen zwisa APC und Lymphozyten filhren zu
Interleukin-Ausschittung, wodurch  B-Lymphozyten  ziAntikdrper-produzierenden
Plasmazellen transformiert werden. Eine humoraléwart mit Antigenproduktion wird
ausgelost.

Entscheidende Regulationsfunktionen besitzen hierbeHelfer(CD4)- und T-
Suppressor(CD8-Zellen, deren Mengenverhaltnis im Blut als Ausdtrwnterschiedlicher
Immunreaktivitat zu werten ist.
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Normalerweise wird durch die Aktivierung der Sums@r-T-Lymphozyten (CD$ eine
lokale Restriktion der Immunantwort gewahrleisteid usomit eine systemische Reaktion
verhindert (SUNzI et WEISS 1990).

In zahlreichen immunologischen Untersuchungen lkemmdurch DON nahezu dieselben
Veranderungen hervorgerufen werden, wie sie aucldérehumanen IgA-Nephropathie zu
finden sind (BSTKA et al.; 1989, PSTKA et BonDY; 1990, DONG et al.; 1991, RsooLy et
PESTKA; 1994, YAN et al.; 1998, BNOTAI et al.; 1999a). Die orale Aufnahme von DON
(25 mg/kg Futter) fuhrt bei Mausen zunachst zu reMerschiebung der Immunglobulin-
Isotypen-Verteilung.

Liegt im Serum normalerweise IgG als primarer Iporgr, so kommt es unter DON-Einfluf3
zu einem Anstieg von IgA, was zu einem Antigen-Shift IgA als primar dominierendem
Isotyp im Serum fuhrt (BSTKA et BoNDY; 1990). Ebenso verursachen auch niedrige, oral
verabreichte Dosen NIV erhohte Serum-IgA-Gehalte@dHITA et al.; 1997).

Das im Serum als Komplex (Dimer) vorliegende IgA,estehend aus zwei
zusammengelagerten Einzelmolekilen, bleibt im &ittnsapparat der Niere formlich
hangen. Resultierend aus einer Erhéhung der Semmzdatration kommt es also durch
mesangiale Ablagerung und Akkumulation von IgA-Kdexen zu einer Schadigung der
Nieren mit dem klinischen Bild der HamaturiediiG et al.; 1991, ¥N et al.; 1998).

Der einzige Unterschied zur IgA-Nephropathie desmstben besteht in den Gehalten von
IgM und IgG. Wéhrend diese beim Menschen ebenéaliéht sind, bleiben sie bei der DON-
induzierten Nephropathie der Maus unverandert. Hiegen die IgM und IgG-
Konzentrationen sowohl im Serum als auch im Mesangim Normbereich (DNG et al.;
1991, EsSTKA et al.; 1989).

In einer diesem Projekt vorausgegangenen Untersigckannte erstmals unter praxisnahen
und standardisierten Bedingungen gezeigt werdess @ach beim Schwein unter DON-
Einwirkung (niedriger Kozentrationsbereich) mit @nten IgA-Gehalten im Serum zu
rechnen ist. Hierbei ergab sich fir IgA ein sigrafiter zeit- und dosisabhéngiger Anstieg,
wohingegen die Gehalte IgM und 1gG, wie bei der BJainbeeinflul3t blieben 3z, 2003,
DROCHNEREet al.; 2004).

Der EinfluR von DON auf humorale Abwehrmechanismtsilt sich also in einer Erhéhung

der IgA-Konzentration im Serum und somit in Formezi Antigen-Verschiebung dar

(FORSELL et al.; 1986). Weshalb es zu einer solchen imnagiethen Entgleisung kommt, ist

bislang nicht geklart, denn aufgrund seiner MolgkiiRe von 296 D ist DON eigentlich nicht

als immunogen anzusehendiGs et al.; 1991). Andere, ebenfalls oral aufgenommene
Antigene (z. B. Cholera-Toxin) haben keinerlei Veigthbare immunogene Wirkung

(PesTKA et al.; 1990).
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Wie bereits oben berichtet, induziert das Antige®ND im lymphatischen Gewebe des
Darmes, den sogenanntegYBRSCHEN Platten (bes. zahlreich in lleum und Zakum), die
Proliferation von T-Zellen sowie die terminale [@ifénzierung von B-Zellen zu IgA-

Progenitorzellen. Nach ihrer Wanderung Uber Mesatiygnphknoten und den Ductus

thoracicus gelangen die nun IgA-produzierenden nRdagllen Uber das systemische
Kompartiment zurtick zur Lamina propria des Darmad anderer Schleimhé&ute. Somit sind
die FEYERSCHENPIatten als Ursprungsort fir die IgA-Produktiozasehen.

Es handelt sich hierbei um eine echte DysregulatianigA ein natirlicher Bestandteil der
lokalen Abwehr von Schleimhauten ist und im Seruwrnralerweise nur transiente
Konzentrationsanstiege zu finden singgiP<A et BoNDY; 1990).

Neben einer direkten antigenen Wirkung von DON kénraber auch die Prasentation von
Futtermittel- oder Bakterien-Antigenen mit eineisigggerten antigengerichteten B- und T-
Zellantwort fur die immunologische Reaktion veraotthch sein. Trichothecene hemmen,
wie bereits beschrieben, die Proteinbiosynthese. limphozytenproduktion dagegen wird
konzentrationsabhangig stimuliert oder erniedrigt.

Unter DON-Einwirkung kommt es u.a. auch zu eindrdbung der Zytokinproduktion (IL-1,
IL-6, TNFa). Vermutlich fuhrt der Wegfall eines labilen Regser-Proteins, welches die
MmRNA-Formation fiir die Zytokinexpression kontroitiezu einer gesteigerten Produktion
von Interleukinen und TNF mit einer daraus resultierenden, nicht angemessene
Aktivierung von T- und B-Zellen (DNG et al.; 1991, Hou et al.; 1999).

Neuein vitro-Untersuchungen bestétigen, dass es unter DON-Einmg zu einer Hemmung
der Lymphozytenproliferation kommt. Begleitend kaeim verdndertes Zytokinprofil der
unter Toxineinfluld stehenden Zellen gemessen werBereits bei einer DON-Dosis von
200 ng/ml erfahrt die IL-2-Produktion eine bis zHache Steigerung. Dagegen wird die IL-
6-Produktion sogar leicht vermindert und ein legchAnstieg von INK konnte festgestellt
werden (Meky et al.; 2001).

Ebenfalls in neueren Untersuchungen wurde unteckgleitiger DON- und LPS-Exposition
eine Erhohung der TNFGehalte und der Glukokortikoidspiegel festgestellt

DON fuhrt also, in Abhéngigkeit der Konzentratiauo, einer Superinduktion von TNFund
IL-6 in stimulierten Makrophagen und folglich zuner Hemmung bzw. Verstarkung
apoptotischer Vorgange in lymphatischem GewelEs{iea et BonDY; 2000; ZAou et al.;
2000). Daruberhinaus lassen sich in den Peyerdelagten und in geringerem Ausmald auch
in der Milz, neben den IgA-produzierenden Plasmameauch vermehrt T-Zellen und ein
erhdhtes CD4CDS8'-Verhaltnis, d.h. ein UberschuR an T-Helferzelkesistellen (BSTKA et
BonDy; 1990).
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3.3.2.4 Andere Blutparameter

Uber den EinfluR von DON auf andere meRbare Pasamieh Blut, wie zellulare
Bestandteile, Substrate, Enzyme, Proteine und Hoemist bislang noch wenig bekannt. In
erster Linie konnten Veranderungen der Serumprgésialte, des Albumin/Globulin-
Verhaltnisses, der Kortisol- und ThyroxinspiegefaBt werden (RTTER et al.; 1994,
PRELUSKY et al.; 1994b, BTTER et al.; 1995).

Bei Untersuchung der Schilddrisenaktivitat waretogh keine einheitlichen Ergebnisse zu
erzielen. So konnte einerseits eine Erh6hung deGdHalte erfal3t werden (RTER et al.;
1994), wohingegen andere keine Veranderung beadra&ioinnten (RELUSKY et al.; 1994b).
Schilddriisenhormone sind fur die Steuerung def@éahselaktivitat verantwortlich.

Nach Jodination und Jodisation in den Thyreozytemden sie zunadchst in Vesikeln der
Zellen gespeichert. Bei Bedarf werden dann Trijonityn (T3) und Thyroxin (T4) aus den
Vesikeln in das Kapillarblut freigegeben. Dort bend sie zum grof3ten Teil an
Transportproteine, konnen aber auch frei vorlieGea/fT3).

Das hormonell aktivere Molekil ist T3. T4 kann Biohormon aufgefaldt werden, denn der
grof3te Teil an T3 stammt nicht aus der Schilddagdlest, sondern wird bedarfsgerecht erst in
der Peripherie durch Monodejodierung aus T4 gebilde

Um eine Funktionsstorung der Schilddrise erfasseidomnen, liefert somit die Untersuchung
der T4-Werte mehr Hinweise als eine direkte T3-Basiung (KRAFT etDURR; 1999).

Bei den im Blutbild festgestellten Abweichungenewzi B. Erniedrigungen bzw. Erhéhungen
der Gesamtleukzytenzahl, handelte es sich ledigliohtransiente Veranderungen, die auch
nur in einzelnen Untersuchungen erfal3t werden lem(RTTER et al.; 1994 & 1995).

3.4 Pharmakokinetik

Untersuchungen zur Pharmakokinetik von DON scheiteroft mangels geeigneten
radioaktiven Materials. Somit konzentrierten sicficke Studien zunachst hauptsachlich auf
Ruckstandsuntersuchungen.

Dabei wurde deutlich, dass DON im Organismus nialmuliert. So waren z. B. nach
Verflitterung eines belasteten Futters (18 mg DON&ug Lege- und Masthiuhner Gber 35
Tage keine Ruckstande in Leber, Herz, Niere oderskdiatur sowie in den Eiern
nachweisbar. Ein Ubergang von DON in die Milch &hasiachweislich nicht statt (@NSON
etCORLEY; 1989, B\UER; 1995).
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Sowohl nach intraventser Gabe als auch nach dirgktagastraler Verabreichung wird das

Toxin sehr schnell resorbiert§PLUSKY et al.; 1987). Die Halbwertszeit nach Aufnahme von
DON in einem mit Wasser angeruhrten Futtermehlt@fiWasser 1:2, restriktive Futterung)

konnte mit 1,8 Stunden ermittelt werden, wohingedienfesten Bestandteile mit einer HWZ

von 4,8 Stunden im Magen verweilen.

Diese schnelle Passage lal3t vermuten, dass DONemftliissigen Phase der Nahrung in den
proximalen Dunndarm gelangt. Weniger als 1% derr alfgenommenen DON-Menge
verbleibt nach 3,4 Stunden (max. Peak) noch im Bagment. Bis 15 Stunden nach der
Futteraufnahme ist kein DON mehr im proximalen Dsggment nachzuweisen. Dies deckt
sich mit gemessenen Serum-Konzentrationen mit eimeximalen Peak 4,1 Stunden nach
der Toxinaufnahme (ENICKE et al.; 2003).

Auffallend ist dabei, dass - bezogen auf Nivalendiei weniger empfindlichen Spezies
deutlich langsamere Absorptionsraten zu verzeiclsimgh (HEDMANN et FETTERSSON 1997).
Bei einem Verteilungsvolumen vory¥ 1,34 ml/min/kg (V < 0,2 I/kg) ist anzunehmenssla
nur mit einer begrenzten Verteilung des Toxins ingadismus (vorrangig extrazellular) zu
rechnen ist (RELUSKY et al.; 1987, BRTH et al.; 1992, bscHERet al.; 1994).

Die anschlieRende Elimination erfolgt dagegen dahgsam (ca. 510 min). Die Plasma-
Halbwertszeit betragt 2,1 bis 3,9 Stunden und edrin den verschiedenen Geweben zum
Teil erheblich. Bislang konnte ein biphasischer abelismus flr Trichothecene
nachgewiesen werden, wobei in der ersten Phaseatibnd- und Hydrolysereaktionen,
ausgeldst durch pH-Wert-Absenkung im Magen, domemewéahrend in der zweiten Phase
die Transformationsprodukte an Glucuronsaure koejugierden (BUER; 1995).

Eine Metabolisierung des Toxins, wie bei andereiohbthecenen, findet hier nur in duf3erst
geringem Ausmal statt. Vielmehr werden tber 95 Unweranderter Form, priméar tber den
Harn (86 bis 104 %), wieder ausgeschieden. Dieikétion Gber die Gallenflissigkeit ist mit
3 bis 5 % nahezu vernachlassigha&gRsKy et al.; 1987).

Die enterale Transformation von DON dagegen scheim¢ bedeutend grofRere Rolle zu
spielen. Erstmals wurden TransformationsvorgangeXasHizAWA und Mitarbeitern(1983)
bei einer Untersuchung an Ratten entdeckt. In Unid Fazes der Tiere konnte der DOM-1
genannte deepoxidierte Metabolit nachgewiesen we(tde et al.; 1992).

Der GIT ist die mal3gebliche Eintrittspforte fir xéimotische Stoffe bei Tier und Mensch. Der
bakteriellen Besiedlung des Darmes kommt dahedéeMetabolisierung von Mykotoxinen
eine grof3e Rolle zu. Durch peristaltische Aktivii&t die bakterielle Besiedlung im
Dunndarm sehr gering und im Hinblick auf Metab@isngsvorgange vernachlassigbar. Erst
in den hinteren Darmabschnitten (v.a. Colon) isediohe Transformationsaktivitat mef3bar.
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Im Darmlumen kommt es durch mikrobielle Vorgangeemer Reduktion der Epoxidgruppe
an Position C12,13. Diese Umwandlung kommt eindgifiangsreaktion gleich, da DOM-1
deutlich weniger toxisch ist als die Ausgangssuirstavie Zellkultur-Tests (MTT-Test mit
Nierenepithel von Schwein als Targetzelle) bestftikoLLARZCIK et al.; 1994, BUER et
al.; 1995).

Dass tatsachlich Mikroorganismen hierfur verantiartzeichnen, wurde vongtmANN und
PETTERSSON (1997) bestétigt, da sich durch eine peroralebanische Therapie diese
Deepoxidierungsvorgange im Darm massiv reduziereassen (HDMANN et
PETTERSSON 1997). Die Fahigkeit zur Detoxifizierung von DOMIf diesem Weg scheint
jedoch nicht grundsatzlich bei jeder Tierart vodieam zu sein, da sich nicht immer
Transformationsprodukte nachweisen lie3enASsoN et al.; 1988, H et al.; 1992).

Fur Entgiftungsvorgadnge im Darmlumen scheint diggesetzte Toxinkonzentration zunachst
unwichtig zu sein. GrolRere Bedeutung kommt eher gerWert von <5,2 im Darmlumen
zu. Der Einflull der Toxinkonzentration konnte siclvielmehr in  der
Metabolisierungsgeschwindigkeit niederschlagen. &achlicher Substratmenge ist durch
eine erhohte mikrobielle Enzymaktivitat eine Stirauing der Deepoxidierungsvorgange
maoglich. Vermutlich zeichnet eine spezielle Epoxipigase fir die Deepoxidierung
verantwortlich. Da sich die Transfomationsvorgadgech einen Elektronentransport-Blocker
hemmen lassen, ist anzunehmen, dass es sich hierb@inen energieabhéngigen Prozel}
handelt (H et al.; 1992).

Fraglich ist, ob eine Metabolisierung im Darm zoegiReduktion der Toxinwirkung im Tier
selbst fuihren kann. Die sehr schnelle und vollsgmé&esorption aus dem Magen und den
vorderen Darmabschnitten steht dem entgegéni(fxe et al.; 2003).

Interessant erscheint unter diesem Aspekt der ,Gewdgseffekt® mancher Tiere

(Schweine). Es ist schwer zu erklaren, wie einentilara diese Metabolisierungfahigkeit
erwerben kann, da einerseits aufgrund der vollggénd Toxinresorption in weiter vorne
liegenden Darmabschnitten nahezu kein DON in deteren Darmabschnitt gelangt. Der
Groldteil der Toxinmenge wird bereits aus dem Magesorbiert. Allerdings ist nicht

auszuschlieR3en, dass in der Gallenflissigkeit naidhares DON Uber den Galleabfluf3
erneut in den Darm gelangt und hier wiederum dekrddrganismen zur Verfligung steht
(PRELUSKY et al.; 1987, HDMANN et FETTERSSON 1997, DANICKE et al.; 2003).

Neben den Entgiftungsreaktionen im Tier selbst,igetvdie Deepoxidierung im Rahmen der
Dekontamination von Futtermitteln Bedeutung. Soikdnnten kontaminierte Rohstoffe
mittels mikrobiologischer Methoden einer Entgiftsbghandlung unterzogen werden und
stiinden hiernach als "sicheres" Futtermittel dergroduktion wieder zur Verfigung.
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Es wurde bereits eine Bakterienart isoliert, weltber die Fahigkeit zur Umwandlung des
C12,13 Epoxidrings in ein Dien verfugt. Es handstth hierbei um ein Gram-positives,
nichtsporulierendes, strikt anaerob lebendes, Bebakn. Firin vitro-Versuche wurde das
Bakterium in Rumenflissigkeit als nattrlichem Habibei 37C° mit 50 mg/kg DON
inkubiert. Bei einer Bakterienmenge von 3,55%xTFU/g war bereits nach 24 Stunden die
eingesetzte Toxinmenge vollstandig transformiemipBr et al.; 2000).

Zu bedenken ist hierbei allerdings, dass es sicheimmanaerobes Bakterium handelt, und
somit eine Umsetzbarkeit dieser Erkenntnis zur Ardueg in der Praxis sehr schwierig
erscheint.

3.5Wirkung von Deoxynivalenol beim Schwein — bisherig&rgebnisse

Bislang wurden zahlreiche Futterungsversuche zumfliE von DON beim Schwein,
hauptsachlich im Hinblick auf Leistungsbeeintraghtigen, durchgefuhrt. Im Blickpunkt
standen hierbei in erster Linie die Entwicklung Bérpermasse, die taglichen Zunahmen und
letztlich das erreichte Schlachtkérpergewicht.

Nach wie vor jedoch ist die Erstellung einer eitifdien Dosis-Wirkungs-Beziehung, wie fur
andere Mykotoxine, nicht mdglich. Wéahrend beispielise fir Dicumarol, einem der ersten
bekannten Mykotoxine, gesichert ist, dass die elig@mad/erabreichung einer Dosis von bis zu
20 mg/kg ohne Folgen bleibt, dagegen eine Dosis wih mg/kg zu schweren
Intoxikationserscheinungen fuhrt, &Rt sich einkels@infache Beziehung auf Trichothecene,
im besonderen DON, nicht Ubertragem$€eRret al.; 2000).

3.5.1 Leistungsmindernder Effekt

Bezogen auf das Leitsymptom "Leistungseinbuf3e" ezic die Ergebnisse aus
verschiedenen, in der Literatur beschriebenen Fiitsversuchen teilweise erheblich
voneinander ab. Nach wie vor ist nicht sicher ab&i ab welcher Konzentration tatsachlich
erste, allein durch DON bedingte Leistungseinbufidtreten (Tabelle 3).
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Tabelle 3 Bisherige Angaben Uber die Wirkung von D® beim Tier
Tier/Gewicht Konz. Konz. Symptome Referenz
[mg/kg [mg/kg KM]
Futter]
Ferkel 0.A. 3,6 p.o. Reduktion der FA um 20 % FORSYTH et al.; 1977
Schw. 0.A. 0,2 p.o. Erbrechen FORSYTH et al.;1977
Schw. versch. KM 0-1 p.o. Reduktion der FA FRIEND et al.; 1982
Schw. 0.A. >300 p.o. Schwécheanfélle, Zittern, Erbrechen, blutiger | TRENHOLM et al.; 1983
Kot, Gewichtsabnahme
Schw. 0.A. 2,5-4,0 p.o. Fortpflanzungsstoérungen (Zyklusstérungen, CoTE et al.; 1984
Aborte, geringe WurfgroRRe),
Futterverweigerung, verminderte Zunahmen,
Durchfall
Schw. 30,2 kg 0,5i.v. Speicheln, Erbrechen, Durchfall, Apathie, CoPPOCK et al.;
leichter Tremor 1985
Rd. 0.A. 6,4 p.o. Reduktion der FA TRENHOLM et al.; 1985
Schw. 23 kg 3,7 p.o. Reduktion der FA um 23 %, verminderte FRIEND et al.; 1986
Zunahmen
Schw. 90 kg tragend 6,2 p.o. keine FRIEND et al.; 1986
Rd. 0.A. 66 p.o. Uber 5 keine CoTE et al.; 1986
Tage
Schf. 70-80 kg 4,0i.v. keine PRELUSKY et al.; 1986b
Schf. 70-80 kg 1,32 Reduktion der FA PRELUSKY et al.; 1986b
g/Tag/Tier
p.o. Uber 3
Tage
Schw. 27 kg 2,1-5,2 p.o. tw. Reduktion der FA u. vermind. Zunahmen FOSTER et al. 1986
Legehennen Ubertragung auf Eier nach oraler PRELUSKY et al.; 1987
Verabreichung
Schw. 27 kg 0-14 (+ ZEA) initiales Erbrechen, Abdominalschmerz, WILLIAMS et al.; 1988
Zahneknirschen, Futterverweigerung
Schw. Erbrechen, Futterverweigerung DIEKMAN et GREEN;
1992 (Review)
Schw. 25 kg 2u.4p.o. Reduktion der FA, verminderte Zunahmen BERGSJZ et al.; 1992
und Futteraufwand
Schw. Reduktion der FA, verminderte Zunahmen, FRIEND et al.; 1992
Lasionen der Magenschleimhaut
Schw. Reduktion der FA, verminderte Zunahmen BERGSJ@ et al.; 1993
und Futtereffizienz, verminderte
Schlachtkdrper-gewichte, Erniedrigte
Gesamt-Eiweil3-, Albumin-, Ca- und P-
Gehalte im Blut
Schw. 12 kg 3,0 p.o. Reduktion der FA, verminderte Zunahmen; | PRELUSKY et al.; 1994b
Erholung bei Tieren, die reines DON
erhielten
Schw. 33-35 kg versch. Konz. sofortige Reduktion der FA und der TRENHOLM et al.; 1994
p.o. Zunahmen, partielle dosisabhéangige
Erholung
Schw. 10,8 kg 0-3 Absinken der Hauttemperatur, Reduktion der ROTTER et al.; 1994
FA, Verkleinerung d. Schilddriise,
Veranderung der Magenschleimhaut,
Anstieg von Serum-T4, -Albumin, Albumin-
Globulinverhaltnis, erniedrigter
Globulingehalt
Schw. 12 kg 4 Reduktion von FA u. Zunahmen, Magen ROTTER et al.; 1995
schleimhaut starker geféltelt,
vorubergehende Abnahme d. Serum-
Proteins und der y-Globuline
Schw. Lésionen im Nierengewebe HARVEY et al.; 1996
Schw. Dosisabhéngige Reduktion d. Sekundéaren DVERNES et al.; 1997
Antikdrper-Bildung auf Tetanus-Toxoid
Masthuhner erhohte relative Organgewichte von KUBENA et al.; 1997a
Muskelmagen, Bursa fabricii und Herz

Abklrzungen: Ca = Calcium, FA = Futteraufnahme, &vntravends, 0.A. = ohne Angabe, P = Phosphoo, p
= per o0s, Rd. = Rind, Schf. = Schaf, Schw. = Schpn8EA = Zearalenon
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Es lassen sich durchaus Belege flr eine eingeddier&utteraufnahme bereits ab Gehalten
von 1-2 mg DON pro kg Futter findendSuH et al.; 1982, RIEND et al.; 1982, RENHOLM et

al.; 1983, YOUNG et al.; 1983, BLLMANN et al.; 1985, W.LIAMS et al.; 1988). Genauso findet
man aber Hinweise darauf, dass selbst Gehalte y®8 thg DON/kg Futter keinen Einfluf3
auf Futteraufnahme oder Gewichtsentwicklung halb&ne(D et al.; 1983, @AvEz; 1984,
CHAVEZ et RHEAUME; 1986, RCHTER; 1989, BERGS® et al.; 1993).

Auch ahnlich aufgebaute Versuche, wie der hier ektgilte, lassen keine eindeutigen
Zusammenhange zwischen Toxin-Konzentration und Wigk im Tier erkennen. Im

Vordergrund der Untersuchung stand hierbei die lautbzw. chronische Wirkung einer
DON-Exposition, weniger die genaue Ermittlung d&utatoxischen Konzentration beim
Schwein.

Von Interesse war vor allem auch die Frage nachlioiimn Wegen zur Friherkennung einer
Toxinbelastung (ReELUskY et al.; 1994b, BTTER et al.; 1994). Wahrend eine reduzierte
Futteraufnahme und damit verbundene Leistungseatbiudichtbare und einfach mefbare
Toxineffekte sind, 1aRt sich eine Anderung der &hgimie (z. B. Eiweil3, Inmunglobuline)

erst durch weitergehende Untersuchungen, welcleesibits mit aufwandigen Manipulationen
am Tier verbunden (Blutentnahmen) sind, feststellen

Da jedoch bislang so einfache Parameter, wie FRutteahme und Zuwachs, keine
zuverlassigen Anhaltspunkte fur eine Toxinbelastiafgrn, wurde in diesen Arbeiten, neben
der Leistung, auch der EinfluR niedriger DON-Gehalauf hamatologische und
immunologische Parameter des Schweines unterddeinthoffte auf neue Mdglichkeiten zur
Friherkennung; eine Toxinbelastung durch Verandgmnm Blut der Tiere bereits vor dem
Eintreten von LeistungseinbulRen erfassen zu kénnen.

Es wurden Gehalte bis zu 3 mg DON/kg Futter D@NTTER et al.; 1994, RELUSKY et al.;
1994b) getestet bzw. in einer Art Reihenuntersughis zu 10 und 19 mg DON/kg Futter
(TRENHOLM et al.; 1994). Hierbei wurden vergleichend sowafgines DON aus
labortechnischer Produktion als auch natirlich &onhiertes Getreide in entsprechender
Menge eingesetzt.

Allen Versuchen gemeinsam war, dass Effekte nulenersten Versuchswoche auftraten,
teils sogar nur in den ersten Versuchstagenm(BRr et al.; 1994, RELUSKY et al.; 1994b).
Die sich anschlieRende Erholung der Tiere zeigth 1 unterschiedlichem Ausmal3. Bei
RoTTER et al. (1994) kam es durch eine deutlich bessettefverwertung belasteter Tiere zur
volligen Kompensation der anfangs eingetretenenugts. Interessanterweise zeigte sich,
dass die Futterverwertung hochbelasteter Tieret man sehr viel besser war, als die der
ad libitum-Kontrollen, sondern auch besser alsdéiepair-fed-Kontrollen.
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Dagegen konnten die Einbul3en beeRusky et al. (1994b) und RENHOLM et al.(1994) im
weiteren Versuchsverlauf zwar verringert werdemnaeh blieben die belasteten Tiere Uber
den gesamten Versuchszeitraum bis zu 25 %EWBsSKY et al.; 1994b) hinter den
Kontrolltieren zurtick. Die Menge des freiwillig @ghommenen Futters verringerte sich je
mg reines DON um 4,5 bis 4,7 %RANHOLM et al.; 1994).

Unter diesem Aspekt wird deutlich, dass das enthgrede Futterungssystem (restriktiv vs.
ad libitum) entscheidenden Einflu3 auf die Entwicld der Tiere und die Vergleichbarkeit
der Ergebnisse (pair-fed) nimmt.

In den Blutuntersuchungen dieser Studien warerrseite deutlich veranderte Gehalte an T4
(quadratischer Anstieg) zu verzeichneno(ReErR et al.; 1994), andererseits traten
Veréanderungen hamatologischer =~ Parameter  nur  transiein Erscheinung
(RoTTEREt al.; 1995). Eine erhdhte Kortikosteroidaussithigf wurde nachgewiesen,
allerdings blieb weiterhin ungeklart, ob hierben €lirekter ToxineinfluR zum Tragen kam
oder ob es sich nicht vielmehr um eine metabolisshpassungsreaktion an ein geringeres
Nahrstoffangebot durch verminderte Futteraufnahnandblte (RTTER et al.; 1994,
PRELUSKY et al.; 1994b, RENHOLM et al.; 1994).

Auch bezuglich aufgetretener Veranderungen im Bhg® lie? sich kein einheitlicher
Schlul3 ziehen. WahrendoRTER et al. (1994) bereits nach 28 tagiger Versuchgdaimen
guadratischen Anstieg des Albumin-Spiegels undregleichzeitigen linearen Abfall des
Globulin-Gehaltes verzeichneten, fandexeRUsky et al. (1994b) erst nach 5 Wochen und
zwar in allen Gruppen unabhéngig von der Behandkingn Anstieg von Albumin um 28-
34 % sowie des Gesamt-Proteins um 16-25 % gegendéer Ausgangsgehalten. Der
diatabhangigea-Globulin-Abfall trat hier indessen bereits nach TI8gen ein. In den
Kurzzeitversuchen beiRENHOM et al. (1994) waren die Serumproteinwerte erngtdri

Die Arbeiten von RTTER et al.; 1994, RELUSKY et al.; 1994b und RENHOM et al.; 1994
unterscheiden sich in vielen Einzelheiten. So wered@mal Absetzferkel unterschiedlichen
Geschlechtes ®TER et al.; 1994, ReLusky et al.; 1994b) und im anderen Fall
Lauferschweine (RENHOM et al.; 1994) eingesetzt.

Als Kontrollfutter wird entweder ein Getreidemix indoja (ROTTER et al.; 1994, RENHOM et
al.; 1994) oder ein allein auf Mais basierendeddfuthne Soja (R:ELUSKY et al.; 1994b)
verwendet.

Die Tierzahl je Gruppe ist unterschiedlich und ¢gidh ROTTER et al.; 1994 flhrte eine pair-
fed-Gruppe mit.

Diese Studien lieferten somit zwar wertvolle Anbpiinkte, jedoch lief3 sich immer noch kein
einheitliches Muster fur eine DON-Wirkung beim waehden Schwein entwickeln.
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3.5.2 Wirkungsunterschiede von nattrlich gebildetem und_abor synthetisiertem DON
Effekte, wie sie beim Einsatz nattrlich kontamitear Materials auftreten, sind nicht ohne
weiteres auf die Wirkung des reinen Toxins UbeklaadRRELUSKY et al.; 1994b).

Einige Arbeiten zeigen, dal3 DON aus natirlich komtéertem Getreide oder Mais eine
hohere Toxizitat besitzt, verglichen mit dem alsnRebstanz dem Futter zugesetzten Toxin.
So laft sich durchweg feststellen, dass bei Veiairag von DON in Form einer naturlich
kontaminierten Futtermischung klare Einbuf3en intdfatifnahme und Zuwachs aufttraten,
wéhrend dies bei Verabreichung einer Futtermischuonitgreinem Toxinzusatz in gleicher
Konzentration deutlich geringer ausfiel oder zunil @ach gar keine Einbul3en verzeichnet
werden konnten (RsYTHet al.; 1977F0STERet al.; 1986).

Auch in jingeren Studien wurden diese Toxizitatststhiede abhéngig von der DON-Quelle
beobachtet, was den Einflul3 weiterer Faktoren egh¢RRELUSKY et al.; 1994, RENHOLM
et al.; 1994).

Hinzu kommt, dass selbst beim ausschliel3lichen aEndes reinen Toxins die Resultate
verschiedener Studien voneinander abweichen. Wdlemerseits bereits ab 3,4 mg reinem
DON pro kg Futter signifikante Leistungseinbul3eneirnalb der ersten drei Expositionstage
sowie eine negative Korrelation zwischen dem DONwhein der Diat und der taglich
aufgenommenen Futtermenge beobachtet werden kfrres®HOLM et al.; 1994), lieRen sich
andererseits, unter Zusatz von 4 mg reinem DON/kiteF;, keine Leistungseinbuf3en
hervorrufen (RTTER et al.; 1995).

Auch wenn sich teilweise ein linearer Zusammentamigchen dem DON-Gehalt im Futter
und einer Reduktion der Futteraufnahme bzw. Gewasfitvicklung ermitteln liel3
(FRIEND et al.; 1982, W.LIAMS et al.; 1988, RTTER et al.; 1994, RENHOLM et al.; 1994), so
scheinen Auftreten und Ausmal’ der Effekte niclgimivon der Toxinkonzentration im Futter
abhangig zu sein! Bereits 1986 gabemsfER und Mitarbeiter zu bedenken, dal3 weitere,
moglicherweise noch nicht identifizierte, toxisckaktoren in Betracht gezogen werden
mufRten. Bei Versuchen mit 18 verschiedenen Diajewefls ca. 5 mg DON/kg Futter)
konnten sie keine Korrelation zwischen dem DON-Geima Futter und der auftretenden
Reduktion von Futteraufnahme und Gewichtsentwidgluieststellen. Der Toxinzusatz
erfolgte hierbei in erster Linie auf der Grundlaga nattrlich kontaminierten Mais, daneben
wurde aber auch nattrlich kontaminierter Weizerzwei Varianten sowie reines Toxin in
einer Diatvariante verwendet.
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Die Ursache fir die unterschiedliche Wirksamkeih i@ON bei gleichen Konzentrationen
einerseits, sowie die zugrunde liegende Bedeutend dxinquelle fir das Wirkungspotential
wurden bislang nicht untersucht. Moglicherweise madé€ Versuchsdurchfihrung ein
erheblicher Einflul3 zugeschrieben werden, da Paemee Geschlecht und Alter der Tiere,
Versuchsdauer, beobachteter Mastabschnitt und diedér Futterverabreichung in den
einzelnen Studien zum Teil erheblich voneinandeveathen (DANICKE et al.; 2000). Die
unspezifische Natur der Symptome erschwert es Zig#t Leistungsminderungen einer
DON-Mykotoxikose zuzuordnen.

Die Ursache fir eine verminderte Futteraufnahme @devachseinbul3en kénnen genauso in
Umweltfaktoren wie inadaquatem Stallmanagement oeieer Vielzahl pathologischer

Geschehen liegen. Werden Proben unsachgemal enémowaher analysiert oder sind im

Material weitere, noch unbekannte Mykotoxine vodem kommt es vor, dass nur
,vernachlassigbar geringe” Toxingehalte bestimmtdea ($211TH et al.; 2000).

3.6 Ziele der vorliegenden Untersuchung

3.6.1 Leistungsmindernder Effekt

Ziel der vorliegenden Untersuchung war es, anhaefthidrter Versuchsbedingungen eine
klare Dosis-Wirkungsbeziehung aufzudecken bzw. Klbmzentration an reinem DON zu
ermitteln, ab der erste, allein durch DON bedingistungseinbulien mel3bar werden.

Zu diesem Zweck sollte DON in Reinform in einerldsginthetischen, getreidefreien Diat an
wachsende Schweine verflttert werden. Um die Eilgebnmit Daten aus der Literatur
vergleichen zu kénnen, sollte begleitend eine fakirkontaminierte Getreideration mit
entsprechenden Toxingehalten verabreicht werden.

Da bereits das Futterregime gewichtigen EinfluBFutferaufnahmen und Zuwachsraten hat,
sollte sich die Futtermenge moglichst nah an emdelibitum-Fitterung orientieren. Um eine

exakte Dosierung des reinen DON gewahrleisten zunded, muldte die Futtermenge jedoch
berechenbar sein.

3.6.2 Zusammenhang mit immunologischen Veranderungeriikefkennung

Zur Kontrolle des allgemeinen Gesundheitsstatud &lntersuchungen von Parametern im
Serum sowie des WeiRen und Roten Blutbildes ungbdin Dariberhinaus sollten

Madoglichkeiten zu Friherkennung einer subakuterchienischen Intoxikation ermittelt bzw.

mehr Einzelheiten Uber die komplexe Wirkungsweis® \DON in Erfahrung gebracht

werden.
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Insbesondere in subklinischen Konzentrationsbeesichvurde bisher nur selten von
hamatologischen Veranderungen im Zusammenhang @N Derichtet. Als interessanter

Aspekt sollte hierbei die Fragestellung bearbeietrden, inwieweit durch die evt.

auftretenden Veranderungen (insbes. bestimmterng§eaieine, IgA) moglicherweise ein

immunotoxischer Effekt bereits vor dem Auftretenf¥parer Fitterungsprobleme erkennbar
werden konnte.

Abgesehen von der Bedeutung fur die menschlichent@iit hinsichtlich der Aufklarung

einer mogl. Mykotoxin-Beteiligung bei der Entstegubestimmter Nierenerkrankungen,
bieten Untersuchungen der Serum-IgA-Gehalte beiar {insbes. Schwein) vielleicht die
Maoglichkeit zur Entwicklung eines Friiherkennungs$syss fur Trichothecen-Belastungen am
lebenden Tier. Mit Hilfe einer solchen Methode kiinin unklaren Fallen eine eventuelle
Beteiligung von Mykotoxinen an einem Krankheitsdgesten abgesichert werden.

3.6.3 Umwandlung von Deoxynivalenol in einen ungiftigertsboliten (Deepoxidierung)
Die in der Literatur beschriebene Deepoxidierungh MOON durch die Darmflora zum
deutlich weniger toxischen Deoxynivalenol-Metabdlit(DOM-1) stellt fur sich eine
Entgiftung dar. Eine fur diese Reaktion vermutliadtwendige "Adaptation” der Mikroflora
kénnte die unterschiedliche Wirksamkeit von DON @eeischiedenen Quellen erklaren.

Aus diesem Grund sollte im Rahmen der vorliegendetersuchung gepruft werden, ob eine
solche ,Adaptation* der Darmmikroflora unter Toxelastung stattfindet, von welchen
Faktoren diese abhangt (u. a. Toxingehalt und dweagsform) und ob sie einen EinfluR
auf die DON-Wirkung hat.

3.6.4 Histologie/Enzymatik des Darmes

Der Gastrointestinaltrakt stellt das Zielorgan dlie toxische Wirkung von DON dar. Zur
naheren Abklarung der Wirkungsweise sollte sowadMlirkung von DON auf die Integritat
des GIT, als auch die Beeinflussung enzymatischargdhge im Hinblick auf
leistungsmindernde Faktoren untersucht werden. zHiesollten nach Versuchsende
Schlachtungen mit anschlieRenden UntersuchungeBepbung durchgefihrt werden.
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4 MATERIAL UND METHODEN

4.1 Gewinnung von reinem Deoxynivalenol

Die Darstellung von reinem Deoxynivalenol erfolgteasierend auf den Arbeiten von
ALTPETER et POSSELT (1994), durch 11 tagige Kultivierung véiusarium graminearunauf
Reis. Diese Methode wurde naclUBER et al. (1997) dahingehend variiert, dass die
Inkubationszeit von urspringlich 14-15 Tagen (Treilekt A, Dissertation GT1z; 2003) auf 9
bis max. 10 Tage verkirzt wurde. BereitsTRETER et POSSELT (1994) erfassten einen Peak
in der Syntheserate nach 9 Tagen Bebritungszeit.

In Vorversuchen mit jeweils bis zu 10 Babynahrun@sgrn (= 200 g Reis) wurde das
Toxinbildungsvermdgen der eingesetzten Isolate pitiir Das hierbei gebildete Toxin 3-
ADON wurde anschliel3end mittels eines Methanol (tU¢asser-Gemisches extrahiert und
die Auftrennung erfolgte durch Flussig-flissig-Ekition mit Ethylacetat. Hierdurch konnten
75% reines 3 ADON gewonnen werden.

Die Extraktion kann auch Uber eine feste Phaser€kx} erfolgen, wobei der Toxingewinn
um einiges hoher anzusetzen ist, allerdings steidemit die Materialkosten fir die
Toxingewinnung deutlich.

Das gewonnene 3-ADON wurde weiterhin tUber eine ntangsch-Chromatographie zu DON
hydrolysiert. Die fir die Hydrolyse des 3-ADON e@sgtzte lonenaustauscher-Saule konnte
nach entsprechender Regenerierung fur samtlichat2eserwendet werden.

4.2 Tierexperimentelle Untersuchungen

Der Tierversuch wurde vom Regierungsprasidium Gaatthinsichtlich der Notwendigkeit

der Versuche unter Berlcksichtigung des derzeiudllen Wissensstandes, madglicher
Alternativen (Zellkulturen, Organisolaten, Versucha niederen Organismen), ethischer
Abwagungen und einer Vereinbarkeit mit dem Tiersopesetz geprift und genehmigt
(Aktenzeichen Nr. V 147/99 TE "Wirkungen von Deoksalenol beim Schwein®).

4.2.1 Versuchsaufbau

Die Untersuchungen wurden am Institut fir Tiererndly der Universitat Hohenheim mit
Lauferschweinen der Kreuzung Deutsche Landrassetxaf durchgefihrt. Die fur jeden
Durchgang bendtigten Tiere stammten vom Versuchddpntierer Lindenhof* der Universitat
Hohenheim und wurden jeweils aus einer moglichehgen Anzahl unterschiedlicher Wirfe
zusammengestellt (Tabelle 4 ).
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Tabelle 4 Aufbau des Versuches, Darstellung der eiplnen, zeitlich versetzt durchgefuhrten
Durchgange (A, B, C, D)[nat] = natirlich kontaminieter Weizen, [syn]= mit synthetisch
hergestelltem reinen DON kontaminierte Ration, Data in Klammer = Einstallung,
Beginn der Adaptationsphase

Tierzahl KM (kg)
Durchgang |Behandlung ") Tag 0-Tag |Futterung
28

restriktive Fltterung einer
A Kontrolle [nat] 5 unbelasteten Getreidemischung

(Weizen)
(19.4.) . restriktive FUtterl_Jng e_iner natirlich
11..5.-'10.6. Toxin 4000 pg [nat] 5 belasteten Getreidemischung

(Weizen mit 4000 pg DON/kQ)
restriktive Fltterung einer

28 Tage Kontrolle [syn] 5 unbelasteten getreidefreien
Futtermischung auf Kartoffelbasis
restriktive Futterung einer kinstlich
mit reinem DON belasteten
getreidefreien Futtermischung auf
Kartoffelbasis ( 4000 pg DON/kQ)
ad libitum-Fatterung einer

B Kontrolle [nat] 5 unbelasteten Getreidemischung
(Weizen)

ad libitum-Futterung einer natirlich
Toxin 4000 pg [nat] 5 belasteten Getreidemischung
(Weizen mit 4000 ug DON/KQ)

ad libitum-Fatterung einer

28 Tage Toxin 6000 g [nat] 5 belasteten Getreidemischung
(Weizen mit 6000 ug DON/KkQ)

ad libitum-Futterung einer

C Kontrolle [syn] 5 unbelasteten getreidefreien
Futtermischung (Kartoffel)

ad libitum-Fatterung einer kiinstlich

Toxin 4000 pg [syn] 5

(24.6)
13.7.-10.8.

(12681110) Toxin 4000 pg [syn] 5 mit re_inem .DON beIasFeten
1412, getre|defre|¢n Futtermischung auf
Kartoffelbasis (4000 ug DON/kg)
ad libitum-Fatterung einer kiinstlich
: mit reinem DON belasteten
28 Tage Toxin 6000 g [syn] 5 getreidefreien Futtermischung auf
Kartoffelbasis (6000 ug DON/kg)
restriktive Fltterung einer
D! Kontrolle [nat] 2 unbelasteten Getreidemischung
(Weizen)
restriktive Fltterung einer
Toxin [syn] in unbe_lasteten Getr_eidemischung
29.3.-11.5. 2 (Weizen) + kinstliche

Weizen Kontamination mit reinem DON

(4000 pg DON/Kg)

restriktive Fltterung einer
Toxin [nat] 2 belasteten Getreidemischung
(Weizen mit 4000 ug DON/KkQ)

! Kontroll- und Ersatztiere aus Durchgang C; zuvittérung mit unbelasteter getreidefreier Futtermisgy auf
Kartoffelbasis tiber 188 Tage, KM 100 kg
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Geplant war, durch Versuche mit begrenzter Tierzim relevanten Konzentrationsbereich
und das fur diese Versuchskonstellation am besteiggete Fitterungsregime zu ermitteln,
um dann in einem grof3 angelegten Versuch statistisswertbare Daten erheben zu kénnen.

Im ersten Versuch Durchgang A) wurde mit 4000 pg DON/kg Futter, eine
Toxinkonzentration gewahlt, bei der laut LiteraROTTER et al.; 1994, RTTER et al.; 1995,
TRENHOLM et al.; 1994, ReLusky et al.; 1994b, BrGs® et al.; 1992) bereits
LeistungseinbulRen meRbar werden. Diese Konzeniraadite zum einen in nattrlicher
Form, also durch Fusariumbesatz bedingte Kontammah Weizen, verabreicht werden.
Zum anderen sollte es auch kinstlich (synthethjsals) reines (labortechnisch isoliertes)
DON zu einer getreidefreien Ration zugesetzt werBas Futterregime war restriktiv, wobei
die zugeteilte Futtermenge rechnerisch einer amiizFitterung nahe kommen sollte.

Um Aussagen uber einen Wirkungstrend treffen zunkanvurde die Tierzahl pro Gruppe so
gering als moglich gewahlt (n=5). Dies geschah aucHhinblick darauf, trotz begrenzter
Stallgro3e, alle Gruppen parallel dem Futterungswdr unterziehen zu kénnen.

In einem zweiten VersuchD(rchgangB) wurde das Hauptaugenmerk auf die relevante
Toxinkonzentration gelenkt und zunadchst ausschdie3leine natiurlich kontaminierte
Weizenmischung mit zwei Toxinstufen (4000 und 6Q0§ DON/kg Futter) ad libitum
verabreicht.

Dieser Versuch wurde dann mit neuen Tieren, deegtfreien Futtervariante und gleichen
Konzentrationen reinen (synthetischen) Deoxynivalermn ad libitum-Futterung wiederholt
(Durchgang Q.

Die Kontroll- und Reservetiere des letzten Versu@srchgang G wurden flr weitere
Untersuchungen zur DON-Metabolisierung durch dignra im Stall behalten. Diese
Tiere erhielten im Anschlul3 an die getreidefreidtétuariante zunachst eine unbelastete
Getreidemischung.

Im abschlielenden Versuctbyrchgang D n=2) wurde vergleichend eine unbelastete
Getreidemischung, eine natirlich kontaminierte &damischung (4000 ug DON/kg Futter)
und eine unbelastete Getreidemischung mit kiinsificfioxinzusatz (4000 ug DONsynth/kg
Futter) restriktiv verfuttert und der Kot dieserefi@ auf DON-Metaboliten (DOM-1)
untersucht. Da es sich hierbei um Spendertierenfuitro-Untersuchungen handelte war eine
so geringe Tierzahl ausreichend.

4.2.2 Tiere und Haltung

Insgesamt standen 60 ménnliche Ferkel mit einertieng@ih Korpergewicht von 1241,73
kg (Durchgang A, 13,0+ 1,71 kg Durchgang B bzw. 12,9+ 1,64 kg Durchgang G zur
Verfligung.
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Die Tiere blieben jeweils die ersten vier bis setledenswochen im Erzeugerstall; das
Absetzen erfolgte in der 4. bis 5. Lebenswoche.cbuBereitstellung der getreidefreien
Futtermischung (4.2.3) als Beifutter konnte ein zetiger Kontakt der Tiere mit
Fusarientoxinen annéhernd ausgeschlossen werden.

Im ersten Abschnitt@urchgang A erfolgte das Absetzen zeitgleich mit der Umstadlun
das Institut fir Tiererndhrung, in den beiden nalg@ihdenDurchgangen(B, C) verblieben
die Tiere im Anschluf3 an das Absetzen fiur eineexeitWoche im Erzeugerbetrieb. Absetzen
und Stallwechsel erfolgten somit zeitlich getrenmiie Tiere wurden wahrend der
Adaptationsphase zunachst paarweise in Buchten ltgehaind anschlieBend einzeln
aufgestallt.

Wahrend des Versuches standen die Tiere in Einclelen (2,2 m2) ohne Einstreu mit

Sichtkontakt. Die Buchten waren seitlich mit duichgen Plexiglaswanden begrenzt, um
die Verschleppung von Toxin oder getreidehaltigentdfs zu vermeiden, aber wenigstens
Sichtkontakt zu gewahren. Trinkwasser stand Ubpp@&liranken ad libitum zur Verfigung.

Die Buchten wurden einmal taglich durch Aussprite@h\Wasser gereinigt.

Tabelle 5 Gliederung der Versuchsabschnitte hinsidlich Alter der Tiere und Zeitpunkt der
Probenahmen
Alter in Ad- . Alter in Behandlungen wahrend des
Lebenswochen aptations- Lebens-
) : Versuchs (Tag 0-28/31)
zum Zeitpunkt phase im wochen
Durchgang .
. Versuch- bei Vers.-
des Ab- | der Ein- X
stall Beginn Versuchstag Probe
setzens | stallung
(Tag 0)
0,7,14,21,31 |Erfassungd.
Kdrpergewichts
A 4.-5 4.-5, 21 Tage 7.-8. 1 1.Toxingabe
1,8, 15,22 Kotprobenentnahme
0, 14, 31* Blutprobenentnahme
0,7, 14, 21, 27 |Erfassungd.
Korpergewichts
B 4.-5. 5.-6. 14 Tage 7.-8. 1 1.Toxingabe
1,8, 15,22 Kotprobenentnahme
0, 14, 27 Blutprobenentnahme
0,7, 14, 21, 28 | Erfassung des
Kdrpergewichts
C 4.-5, 5.-6. 14 Tage 7.-8. 1 1. Toxingabe
-1, 8, 15, 22, 29 | Kotprobenentnahme
0, 14, 28 Blutprobenentnahme
1, 3,6,8, 10,
D siehe C |siehe C siehe C 27.-28. 13, 16, 20, 28, |Kotprobenentnahme
30, 37, 44

" Der Versuch muRte wegen der Teilnahme an einetragsveranstaltung der Deutschen Gesellschaft fiir
Mykotoxinforschung (Mykotoxinworkshop) um 3 Tageamgert werden.
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4.2.3 Futter

Im Gegesatz zu vorhergehenden Untersuchungen wom & al. (2003) innerhalb des selben
Projektes, wurde hier nicht nur eine rein syntlodigs Futtervariante verabreicht. Es sollte
vielmehr vergleichend die Toxinwirkung in einer indith kontaminierten Getreideration
getestet werden, um Aussagen Uber eine tatsdchlleln dem DON zuzusprechenden
Toxinwirkung treffen zu kbnnen.

Das Grundfutter setzte sich aus mehreren Einzelboenqten zusammen, wobei die
Zusammensetzung beider Futtervarianten (getreitighaw. getreidefrei) annahernd gleich
gestaltet wurde. Lediglich die Komponenten Kartieffeeil3, Kartoffelstarke und Zellulose
wurden in ihren Anteilen derart variiert, dass ausgeglichenen Rohnahrstoffgehalten in den
jeweiligen Endmischung ausgegangen werden konnbbildung 2 und Tabelle 9, S. 48,
Tabelle 28 Tabellenanhang).

Weizenmischung getreidefreie Futtermischung

B Magermilchpulver 4% 3% 15% B Magermilchpulver
B Sumolkenpulver % Sumolkenpulver
15% Kartoffeleiweily ' 159% @ Kartoffeleiweild

B Kartoffelquellstérke B Kartoffelquellstarke

0 Weizen [ Kartoffel Instant
10% N Cellulose Cellulose
’ Min-Vit 15% B Min-Vit

10%

Abbildung 2  Zusammensetzung der getreidehaltigen bz getreidefreien Futtermischung.

Das verwendete Getreide mit naturlicher Kontamamativurde speziell fir diesen Versuch
vom Institut fur Pflanzenbau der Universitat Hoheinth auf einer Versuchsanlage des Ihinger
Hofes produziert. Der Anbau erfolgte groRerflachmuf drei Feldschlagen mit
unterschiedlicher Schlagvorgeschichte unter detemeBedinungen (Tabelle 6).
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Tabelle 6 Anbaubedingungen und Behandlungen des weendeten Getreides Sorte Pegassos.
Seeacker Talacker | erchenberg
Vorfrucht Erbse Silomais Triticale
Beregnungsanlage vorhanden vorhanden nicht vorhanden
Bodenbearbeitung Stoppelbearbeitung, einmal frasen pfligen, Kreiselegge
zweimal frasen
Inokulation Ausbringung von Ausbringung von
500000 Sporen/ml 50000 Sporen/ml

(Spruhinfektion bei Blute) | (Sprihinfektion bei Blite)
des Fusarium culmorum- |des Fusarium culmorum-

Stammes FC 46° Stammes FC 46°

Ziel Starker Befall, hohe Geringer bis mittlerer Keine Infektion. Durch
Toxingehalte Befall, geringe bis Fungizidapplikation(en)
(>8000 mg/kg) mittlere Toxingehalte soll der Bestand
(Befallswahrscheinlichkeit | (<8000 mg/kg); maoglichst befallsfrei

bei trockener Witterung (Befallswahrscheinlichkeit | gehalten werden.
durch Wasserapplikation | bei trockener Witterung

unterstitzen) durch Wasserapplikation
unterstitzen)
Mittl. DON-Gehalte 8746 + 1586 mg/kg 11958 + 1000 mg/kg 78 +36 mg/kg

Zur Vermeidung einer Kontamination nicht befalled@rnguter im Mahdrescher erfolgte der
Drusch in der Abfolge Lerchenberg < Talacker < $kea Nach Feststellung der

Toxingehalte wurde das Korngut in einer vorher gfi@h gereinigten Beiztrommel gemischt.

Entsprechend der gewtinschten Toxingehalte in ddmisthung wurde unbelasteter Weizen
in den jeweiligen Rationen durch naturlich kontaierten ersetzt.

Die erforderlichen Mischungsverhéltnisse (belastetdelasteter Weizen) wurden anhand
der mittleren Toxingehalte der Weizenchargen berechnd die tatsachlichen Gehalte in den
Endmischungen mittels GC/MS Uberpriift.

In der getreidefreien Mischung wurde der Weizenakiemplett durch Kartoffel (Instant-

Pulver + Kartoffelstarke) substituiert. Sowohl diartoffel- als auch die Getreidemischung
wurden als Futtermehle vorgelegt. Eine Pelletiermgr durch die Verwendung von
Kartoffel-Instantpulver nicht moglich.

4.2.4 Fltterung

Die Futterung erfolgte zweimal taglich in flussigeorm. Hierzu wurde die jeweilige
Futtermischung in den Futtertrog gegeben und misd&azu einem dickfliissigen Futterbrei
verrihrt. ImDurchgang Awurde die Wassermenge frei hinzugegeben. In dehfolgenden
Durchgangen wurde das Futter mit Wasser im Vertsdlird,5 angerihrt.

2 Institut fur Pflanzenziichtung, Universitat Hoheinhe



MATERIAL UND METHODEN 34

Wahrend der Adaptationsphase im Stall erhieltee dliere, je nach Gruppenzuteilung
(getreidefrei bzw. getreidehaltig), die jeweiligettervariante ohne Toxinbelastung.

In Durchgang Awurden parallel die kontaminierte Getreidmischumgl die getreidefreie
Futtermischung mit reinem Toxin in einer Konzentmatvon jeweils 4000 ug DON/kg
verabreicht. In diesem Abschnitt wurde restriktunter Einbeziehung der metabolischen
Kodrpermasse geflttert (Tabelle 4 ). Die Berechndeg zugeteilten Futterration erfolgte
geman der Gleichung:

Tagesration= x %" *

wobei
X =%A*KM aktuell

A = KMakuei— KMyomoche

f = Futtermenge [g/kg KM™
Bsp.:  fvers.-Beginn= 60 bis 75

fVersuchsende: 95

Der Rationsermittiung wurde die metabolische Kompesse, unter Berlcksichtigung der
wochentlichen Zunahmen, zugrunde gelegt. Die Fugege wurde wo6chentlich, der
Entwicklung der Tiere Rechnung tragend, gesteigert.

Anhand dieser Vorgehensweise sollte einerseits guite nahezu ungebremste, Entwicklung
der Tiere ermdglicht, gleichzeitig jedoch eine zofen Auseinanderentwicklung der
Einzelgewichte vermieden werden. Aul3erdem multgranfl des Versuchsansatzes die
genaue Futtermenge bekannt bzw. bestimmbar seimiei@ntsprechende Menge Reintoxins
zudotieren zu konnen.

Die jeweilige Futterration wurde im Trog frisch natner nicht definierten Menge Wasser
angerihrt (je nach Konsistenz). In der getreidefgeiffitterten Gruppe erfolgte die
Verabreichung des reinen Toxins durch Zugabe vorNO@elOst in einer sehr geringen
Menge Ethanol) bei jeder Futterung, wobei die Kalittere eine entsprechende Menge
reinen Ethanols erhielten.

In den Durchgangen Bund C erhielten die Tiere Futter ad libitum mit der gméchenden
Toxinmenge (nattrlich oder kinstlich zudotiert). genetzt wurde dies aufgrund fehlender
Futterungsanlage durch Vorlegen Uberdimensioni€éerrationen, welche in diesen beiden
Durchgéangen mit einer definierten Menge Wasser ré@mgewurden.
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Die jeweils im Trog verbleibenden Reste, wurdenhnamer definierten Fltterungszeit
zurickgewogen. Wurde die zugeteilte Futtermenge Hizelfall dennoch génzlich
aufgenommen, so erhielten die Tiere erneut ponverse Futter nach, so lange bis Reste im
Trog verblieben um eine ad libitum Futterung zu gerkeisten.

In Durchgang C(getreidefreie Kartoffelmischung mit kinstlicheneioxinzusatz) wurden
bei erforderlichem Nachflttern auch entsprechenmanf bzw. Ethanolmengen nachdosiert.
Durch Anrihren des Futters mit einer definierten nyee Wasser konnte das nicht
aufgenommene Futter nal3 zurickgewogen werden. Anhdes zuvor bestimmten
Trockensubstanzgehaltes der Futtermischungen widade die tatséchlich aufgenommene
Futtermenge berechnet. Die Entwicklung und Leistutgy Tiere (Korpermasse und
Zunahmen) wurden durch wochentliches Wiegen erfal3t.

4.2.5 Probennahme
4.25.1 Blut

Jeweils zu Beginn, Mitte und Ende jedes Versucldabges(Tabelle 5) wurde Blut aus der
Vena cava cranialis entnommen. Hierzu wurden déeeTauf dem Rucken liegend fixiert und
die Vene mit einer Kanile (0,9 x 70 mm) punktiddie Proben wurden sofort bis zur
weiteren Aufarbeitung auf Eis gekuhilt.

4.2.5.2 Kot

In allen Versuchsabschnitten wurde wochentlichches Kot direkt aus dem Rektum aller
Tiere gewonnen und fur Untersuchungen zu einertaelan DON-Transformation weiter
aufgearbeitet.

4.2.6 Euthanasie/Schlachtung

Ausgewahlte Tiere auBurchgang Awurden einer Versuchsschlachtung mit Probennahme
fur nachfolgende enzymatische Untersuchungen wderz Alle tbrigen belasteten Tiere aus
diesem Versuchsabschnitt wurden euthanasiert, \yegen die unbelasteten Kontrolltiere
geschlachtet und vermarktet wurden.

Ausgewahlte Tiere audurchgang Bwurden euthanasiert und anschlieend fir histedbg
und enzymatische Untersuchungen beprobt. Die Ubri¢@ntrolltiere wurden geschlachtet
und verwertet, alle weiteren belasteten Tiere lgegevurden euthanasiert.

Am Ende vonDurchgang Cwurden alle belasteten Tiere euthanasiert. Dieelasbeten
Kontrolltiere sowie die Ersatztiere verblieben fiieitere Metabolisierungsstudien im Stall.
Nach deren Abschlu3 wurden die Tiere dann eberdatisanasiert.
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Die Euthanasie der Tiere erfolgte nach vorausgedre8ddierung mit Ketamffi (10 mg/kg
KM i.m.) und Stresnft* (10 mg/kg KM i.m.) durch intravenése Injektion eirigberdosis
Narcoreff” (> 60 mg /kg KM).

4.2.7 Organproben

In Durchgang AundB wurden unmittelbar nach der Schlachtung Dinn-Die#tdarmproben
ausgewahlter Tiere fur weiterfUhrende enzymatistiersuchungen entnommen. Sofort
nach Eintritt des Todes wurde die Bauchhohle mifeHeines Messers eroffnet und der
gesamte Magen-Darm-Trakt entnommen. Fir enzymatischintersuchungen wurden
ca. 20 cm lange Sticke von Magenfundus (Ladnge 10 Doodenum (ca. 100 cm distal des
Pylorus) und Colon (ca. 100 cm distal der lleoch&tappe) enthommen.

Die Darmabschnitte wurden longitudinal mit eineh&e eroffnet und mit eiskalter 0,9 %iger
NaCl und eiskalter PBS (pH 7,4) gewaschen. Teikd&iider Magen- und Darmmukosa
(ca. 2x3 cm) wurden anschlielRend mit einem Objgaéggeir abgeschabt, in flussigem Stickstoff
(Dewar-GefaR) schockgefroren und, nach Uberfiihtdreschriftete MetallgefalRe, bei —80°C
gelagert.

Zusatzlich wurden inburchgang Beinzelne Tiere aus der unbelasteten Kontrollgruppste
Leistung) und der hochsten Belastungsgruppe (g&end.eistung) einer histologischen
Untersuchung (gesamter Magen-Darm-Trakt) durch .Pfohselgruber vom Institut far
Umwelt und Tierhygiene, Fachgebiet Anatomie undiflbgie der Haustiere der Universitat
Hohenheim, zugefuhrt. Hierfir wurden sofort nachtiit des Todes neben den Proben fir
die enzymatische Untersuchung (s.0.) weitere Telk& des gesamten Magen-Darmtraktes
sowie Proben von Leber, Niere, Nebennieren und feaskentnommen und in Formalin
fixiert.

4.3 Weiterfuhrende Untersuchungen

4.3.1 Blut

In allen drei Durchgadngen wurde jeweils zu Beginmach zwei und nach vier
Versuchswochen Blut entnommen und die in Tabeleifgefliihrten zellularen Bestandteile,
Enzyme, Substrate, Proteine und Hormone bestimmt.

3 Ketamirf’, Wirtschaftsgenossenschaft Deutscher Tierarzte36627 Garbsen
* Stresnif, Janssen GmbH, 41460 Neuss
® Narcoref?, Merial GmbH, 88471 Laupheim
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Die Bestimmungen der zellularen Bestandteile etéwigaus heparinisiertem Vollblut und
wurden von einem fir veterindrmedizinische Zweckesgastatteten Labor (GeVo-
Diagnostik) durchgefiihrt.

Die Bestimmung der nichtzelluldren Blutbestandteilerden von Dr. med G. Hiisgeaus
dem Serum durchgefihrt. Die jeweils verwendeterhidldgen und Verfahren sind in Tabelle 8
aufgefuhrt.

Gerate und Chemikalien:

Kanudlen (0,9 x 70mm, gelb), Monovetten zur Serumd tHeparinblutgewinnung (Sarstedt
Serum-Monovette 9 ml, Sarstedt Li-Heparin-Monovéttal mit 12-30 I.E Li-Hep./ml Blut),
Glasstab, Eppendorffpipette (100-1000 ul), Eiswdsker, Zentrifuge (Herdus Sepatech
Minifuge RF), Probenréhrchen (nach Angaben des Bianors), Eppendorff-Gefalie 2,5 ml,
Sulfosalicylsdure (Merck), aqua bidest

Tabelle 7 Untersuchte Blutparameter im Vollblut, Seum und Plasma
zell. Bestandteile | Enzyme Substrate Proteine Hormone
Diff.-Blutbild "> alk. Phosphatase” |anorg. Phosphat® | Albumin® Thyroxin®
Leukozyten™ a-Amylase? Bilirubin ges.” Globulin- Trijodthyronin®
Erythrozyten™” GLDH* Cholesterin ges.” | fraktionen®
Hamatokrit ™ GOT/AST” LDL-Cholesterin® | Immunglobuline™*

GPT/ALT® GesamteiweiR”

y-GT? Glucose”

LDH’ Hamoglobin®

Lipase” Harnstoff’

SDH® Kreatinin®

Triglyceride®

! Bestimmung im Vollblut,Bestimmung im SerurhBestimmung im Plasma|nstitut fiir Tierzucht und
Tierverhalten Mariensee/Neustadltr. Klobasa,> GeVo Diagnostik, Sielmingen

4.3.2 Aufbereitung von Serum

Blutgefillte Serumréhrchen wurden zur vollstandigéerinnung fir ca. 10 Minuten im
Eiswasserbad belassen. AnschlieRend wurde daso@lyitkum mit einem sauberen Glasstab
gel6st und die Probe ca. 10 Minuten bei 3500 Umdrghn (entwpricht 240 g) und max.
10°C zentrifugiert.

® GeVo, Gesellschaft fiir medizinische und biologestmtersuchungen mbH, 70794 Filderstadt
" Dr. med. G. Hiisgen, Laborérzte Leinfelden, 707&ihfelden (sYnlab-Verbund)
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1,8 ml des Uberstandes wurden zur Bestimmung voucd3k (niichtern im Serum),
Gesamtcholesterin,  Triglyceride, HDL-/LDL-Cholester (chem. Bestimmung),
Gesamtbilirubin, alkalische PhosphataseGT, GOT/AST, GPT/ALT, LDH, GLDH,

Harnstoff, Gesamteiweild, Eiweil3-Elektrophorese, rgaoisches Phosphat, Kreatinin
(enzymatisch) sowie T3 und T4 in einem humanmeuizhen Labor (Dr. med G. Hisgen) in
vorbereitete Probengefal3e pipettiert.

Uberschussiges Serum wurde zur Lagerung in Epp&gefaRe portioniert, bei —20°C
tiefgefroren und anschlie3end bei —80°C gelagert.

Die Bestimmung der Immunglobulin-Gehalte erfolgteah einfache radiale Immundiffusion
nach MANCINI et al. (1965) modifiziert nach UOBASA et al.; 1983 und KOBASA, 1987 im
Institut flr Tierzucht und Tierverhalten (Mariens@eNeustadt.

4.3.3 Aufbereitung von Heparinblut

Fur Untersuchungen der korpuskularen Blutbestaedtairde 1 ml heparinisiertes Vollblut
in ein vorbereitetes Probenréhrchen gegeben urainaveterinarmedizinisches Labor (GeVO
Diagnostik) Ubersandt. Dort erfolgte die Bestimmuieg roten und weil3en Blubildes mittels
Impedanzmethode. Der Hamatokritwert wurde nach idegation in einer Mikrozentrifuge
abgelesen und anschlieend MCV und MCHC berechnet.

Fiur eine geplante Aminosaurebestimmung wurden |evd@0 pl heparinisiertes Vollblut in
Eppendorff Reaktionsgefalie mit jeweils 400 pl viager 5 %iger Sulfosalicylsdurelésung
gegeben und durch Schitteln gemischt.

Das ubrige Heparinblut wurde 10 Minuten bei 3009 rhiax. 3500 Umdrehungen (entspricht
176 bis 240 g) und max. 10°C zentrifugiert. Jewd&B0 pl Plasma wurden fir die
Bestimmung der SDH-AKktivitat entnommen.

Uberschiissiges Plasma wurde zur Lagerung in EppiéiRisaktionsgefae portioniert, bei —
20°C tiefgefroren und anschliel3end bei —80°C getage
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Tabelle 8 Untersuchungsmethoden zur Messung der ugitsuchten Blutparameter Labor Dr. med.
G. Husgen, Laboréarzte Leinfelden (synlab-Verbund)

Parameter Methode °

Albumin Bromcresolgrin-Methode (MPR 1 442 201)

Alkalische Phosphatase Optimierte Standardmethode (MPR3 1 442 236)

a-Amylase Enzymatischer Farbtest (PNP) (MPR3 1 442 309)

ALT (GPT) Optimierte Standardmethode (MPR3 1 442 511)

Anorganisches Phosphat Molybdat/Vanadat-Reaktion (MPR2 124 974)

AST (GOT) Optimierte Standardmethode (MPR3 1 442 490)

Bilirubin DPD-Methode (MPR2 1 442 333)

Cholesterin CHOD-PAP-Methode (MPR3 236 691)

HDL-Cholesterin Phosphor-Wolfram-Fallung (543 004)

LDL-Cholesterin Polyvinylsulfat-Fallung (726 290)

Gesamtprotein Biuret-Methode (MPR3 124 281)

GLDH Optimierte Standardmethode (MPR3 1 442 442)

Glucose Hexokinase/G6P-DH (MPR 1 442 457)

y-GT Kinetischer Test (MPR3 1 442 562)

Harnstoff UV-Methode (MPR2 1 360 604)

Kreatinin Enzymatischer Farbtest (883 263)

LDH Optimierte Standardmethode (MPR3 1 442 619)

Lipase Turbidimetrisch (1 268 449)

Triglyceride Enzymatischer Farbtest (MPR 701 912)

T3/T4 ELISA

4.3.4 Kot

Fur Untersuchungen zur DON-Transformation wurde Kietr direkt nach der Entnahme bis
zur weiteren Aufarbeitung in Cyefillte Glaschen Uberfluhrt. Fir direkte DON-
Bestimmungen (stichprobenartig) wurde der Kot dobmi —20°C eingefroren und bis zur
Analyse gelagert.

4.3.4.1 DON-Transformation

Kot-Inkubation mit reinem Deoxynivalenol (Prinzip)

Jeweils 1 g Kot wurden in einem, speziell auf dexhaltnisse im Schweinedarm adaptierten,
reduzierenden Puffersystemy&ke, 2000) suspendiert und bei 39°C temperiert. Altgumn
jeweils 600 pl dieser Kot-Puffer-Suspension wurdene in Abbildung 3 dargestellt,
behandelt.

Die Befullung der Vials erfolgte in einer Wanne emCQ-Atmosphéare, die Inkubation,
luftdicht verschlossen, in einem Brutschrank beéiGG7Nach entsprechender Inkubationszeit
wurde die Metabolisierung durch schnelle Kuhlung -20°C gestoppt und die Ansatze bis
zur weiteren Aufarbeitung bei dieser Temperatuageit.

8 verwendet wurden Testkits der Fa. Boehringer Maimh
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Kot-Puffer-Suspension (39 C) Inaktivierung
(20 min, 121 )
l (iew. 600 pl)
(+ jew. 600 pl Puffer) l 1 l l l l l /YOO uh
Probe (Nr.): 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Toxinlésung (20 pg DON): " " + . + + ) ) + +
Inkubation (h), 39 C, CO ,: 0 0 4 4 24 24 24 24 24 24

I I I I I I I
I
Tiefkiihlen (-20 C) — Analyse (HPLC/GC-MS)

Abbildung 3 In-vitro-Testsystem zur DON-Transformation durch Mikroorganismen Proben-Nr.:
1: dotierte Toxinmenge, 2: Positiv-Kontrolle (nicht inkubiert, zur Best. der
Wiederfindung), 3/4: Doppelansatz 4 h Inkubat., 5/6 Doppelansatz 24 h Inkubat.,
718: Negativ-Kontrolle (ohne Toxinzusatz), 9/10: Pstiv-Kontrolle (inaktiviert)

Gerate

Erlenmeyer-Kolben oder Sovirelflasche (1000 ml),gxlet, Magnetrihrer (IKA Combimag
PCO), Wasserbad mit Thermostat (Haake K 20, DG1)Meter (Mikroprozessor pH-Meter
CG 840, Schott), Melpipetten (5 ml, 1 ml), Pipeliiée, Waage (Sartorius BP 221S),
Kunststoffspatel, Wiegeschiffchen, Kohlendioxidgdhe (Sauerstoffwerk Friedrichshafen
GmbH, CO2 3,5 (99,95 Vol%)), PE-Schlauch, 10 mliiRoldglaser mit Kunststoffdeckel und
teflonbeschichteter Gummidichtung, Einmalspritzdnnfl), Kantule (0,9 x 70mm, gelb),
Eppendorff Reaktionsgefalle (2,5 ml), hochwandigenhvgamit Reaktionsgefal3stdndern
(CO,-Beflutung), Eppendorfpipette (1-10 pl; 100-1000Q, (Whirl-Mix, Brutschrank (WTB
Binder, Typ 1911530000200, Nr. #9/70555)

ChemikalieMERCK)

Reduzierender Puffer:

agua bidest., Natriumchlorid [NaCl (55 mmol/l, 3,g4)], Kaliumchlorid [KCI (20 mmol/l,
1,5 g/l)], Magnesiumchlorid-Hexahydrat [Mg&6H,O (2,5 mmol/l, 0,51 g/l)], Kalzium-
chlorid-Dihydrat [CaCix2H,0O (2,5 mmmol/l, 0,37 g/l)], NatriumhydrogencarboffdaHCO;

(50 mmol/l, 4,2 g/l)], Natriumdihydrogenphosphat af4PO, (1 mmol/l, 0,14g/1)],
Ammoniumchlorid [NHCL (5 mmol/l, 0,27 g/l)], Natriumsulfat [N&O, (2 mmoll/l,

0,28 g/l)], Di-Natriumhydrogenphosphat [MPO, (5 mmol/l, 0,71 g/l)], Kalium-dihydro-
genphosphat [KEHPO, (5 mmol/l, 0,68 g/l)], Ammoniumhydrogencarbonat HNHCO;

(6 mmol/l, 0,474 g/l)], Kalium-hydrogencarbonat [Ki&; (10 mmol/l, 1,001 g/l)]
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Mikroldsung:
Kalziumchlorid-Dihydrat (CaGk2H,O (13,2 ¢/100 ml)), Manganchlorid-Tetrahydrat

(MnClIxx4H,O (10,0 ¢g/100 ml)), Kobaltchlorid-Hexahydrat (Cex@H,O (1,0 g/100 ml)),
Eisen(lI)chlorid-Hexa-hydrat (Fegd6H,O (8,0 g/100 ml)), aqua bidest

Reduktionslésung:
aqua bidest. [bD (51,66 ml)], Natronlauge [NaOH (1 M, 2,16 ml)]atdumsulfid [NaS
(311,0 mg)]

Die Substanzen zur Herstellung des reduzierendé&er®wvurden in einer Sovirelflasche mit
agua bidest (Milipore) unter Riuhren bei 39°C auigelund anschlieRend Mikrolésung
(0,125 ml) und Resazurin (1,25 ml) zugegeben. Ingeioden wurde die Ldsung im
Wasserbad ca. 20-30 min unter Riihren mit B€yast.

Die Reduktionslosung wurde erst unmittelbar vor dagabe zum entgasten Puffer, durch
Auflésen von NgS in verdinnter NaOH hergestellt. Nach Zugabe aztuRtionslosung und
der vollstandigen Entfarbung des Puffers wurde Besgasungsschlauch aus der Flissigkeit
gezogen und diese nunmehr lediglich mit;@@erschichtet.

Der frisch entnommene Kot wurde zunachst im Wassehei 39°C zwischengelagert. Leere
Rollrand-Glaschen wurden mit GOefullt und sofort verschlossen.

Mit speziellen Wageglasschiffchenwurde anschlieBend der Kot jeweils in ein
Rollrandglaschen uberfuhrt (ca. 1 g Kot/Tier), deglirekt mit 9 ml Inkubationsliésung
aufgefillt und das Glaschen durch einen Deckel tefionbeschichteter Gummidichtung
luftdicht verschlossen. Nach grindlichem Durchméschauf dem Whirlmix wurde die
Suspension im Wasserbad bei 39°C temperiert. Dibereiteten und mit COgeflllten
InkubationsgefalRe wurden in einer Wanne permanér€@» begast.

Nach erneutem Durchmischen der Kotsuspension wurgewveils mit einer 1 ml
Einmalspritze 600 pl Kotsuspension entnommen. Ainghme wurde mit einer Kanule die
teflonbeschichtete Gummidichtung durchstochen.

In jedes vorbereitete Inkubationsgefald wurden jswafl0 pl Kotsuspension, 20 pg Toxin (in
Methanol) sowie 600 pul reduzierender Puffer gegeligie Beflullung hatte schnell zu
erfolgen, und die GefalRe waren unverziglich zuchdief3en um weitestgehend anaerobe
Bedingungen einzuhalten. Nach erneutem Durchmisehamnle die Kot-Toxin-Suspension
sofort fur 4 bzw. 24 Stunden inkubiert.

® aus Mineralstoffanalyse
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Nach Befillung der ersten Inkubations-Charge wudderestliche in den Rollrandgléschen
verbleibende Kotsuspension zur Inaktivierung dekrbbrganismen bei 121°C fur 20 Min
autoklaviert und anschlieend ebenfalls, nach denobeschriebenem Vorgehensweise,
portioniert und inkubiert. Nach Ablauf der vorgegabn Inkubationszeit bei 39°C wurden
eventuelle Transformationsvorgange durch Tieffnester Proben bei —20°C gestoppt.

Die Isolierung von DON bzw. gebildeten DOM-1 aug #®tsuspension erfolgte zunachst
durch Zugabe von Methanol zur aufgetauten ProbehN&entrifugation wurde das Toxin
bzw. sein Metabolit mittels Ethylacetat Uber Exdtdkartuschen eluiert.

Die erhaltenen Extrakte wurden ohne weitere Aufgeing mittels HPLC (Saule: Nucleosil
Cis, 250 x 4 mm; Eluent. Methanol/Wasser (20/80); Eltidml/min) getrennt und beide
Verbindungen nach UV-Detektion (219 nm, konstaa@ntifiziert und quantifiziert. Die

Untersuchung der Kurzzeitinkubationen (4 h), sosite qualitative Absicherung der HPLC-
Ergebnisse erfolgte nach Derivatisierung der EuntrEktrakte mittels GC/MS  nach
SCHOLLENBERGEREet al.; 1998.

4.3.5 Bestimmung von DON/DOM-1 aus Kot
Tiefgefrorener Kot wurde nach dem Auftauen in einAgetonitril/Wasser-Gemisch (1/3)
suspendiert und der DON-Gehalt nacHSLLENBERGERet al. (1998) bestimmit.

Auf DOM-1 wurde qualitativ geprift, d.h. durch Viest eines Sauerstoffatoms andert sich die
Masse um -16. Damit verschwindet der DON-Peak ins$daspektrogamm und ein neuer,
um die Masse 16 verminderter Peak erscheint.

4.3.6 Organe

In Durchgang Aund B wurden zu Versuchsende Dinn- und Dickdarmprobegemahlter
Tiere fur weiterfhrende enzymatische Untersuchoreggnommen. Desweiteren wurden im
Durchgang Beinzelne Tiere aus der unbelasteten Kontrollgruftyeste Leistung) und der
hdchsten Belastungsgruppe (geringste Leistungy diswlogischen Untersuchung (gesamter
Magen-Darm-Trakt) zugefihrt (4.2.7).

4.3.6.1 Probennahme zur histologischen Untersuchung

Die nachfolgend beschriebene Aufarbeitung der lugtschen Gewebeproben erfolgte durch
das Institut fur Umwelt und Tierhygiene sowie Tiedizin mit Tierklinik der Universitat
Hohenheim in Anlehnung an die Untersuchungen vordet al. (1991).
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Die formalinfixierten Gewebestiicke wurden in Pama#fingebettet und mittels Mikrotom in
6-7 um dicke Scheiben geschnitten. Nach Farbunddématoxylin und Eosin (HE-Farbung)
wurden die Proben lichtmikroskopisch untersuchtiibar hinaus wurden Schnitte der Niere
mit Anti-IgA-Antikdrpern beschickf, um eine mégliche Ablagerung von IgA-Antikérpem i
den Nierentubuli nachzuweisen.

4.3.6.2 Aktivitatsbestimmung der mucosalarKGDH und ALT (Prinzip)
Fur die Bestimmung der Enzymaktivititen wurden @ewebeproben nach AdAJ et
al. (1999) @-KGDH) bzw. nach der Arbeitsanweisung des verwesrdeTestkits von
Boehringer Mannheim (ALT) aufgearbeitet und phottiaeh vermessen.

Gerate

Ultraturrax (IKA-Werke, T 25 basic), Photometer (Bmann DU 640 Spectrophotometer),
Eiswannen,  Mikro-/Makrokiivetten (Ratiolab, Mikrolaiten 1201  Halbmikro,

Makrokivetten 1101), Plastikspatel klein, pH-Metétikroprozessor pH-Meter CG 840,
Schott)

Chemikalien (Bezugsquelle s. Tabellennanhang):

PBS (pH 7,2):

NaH,POxH,0O (1,265 g/l), NagHPOx12H,0O (12,10 g/l), NaCl (8,50 g/l), Thimerosal
(0,20 g/)

Serva-Blau Reagenz:
Serva Blau (75 mg/l), Ethanol (50 ml/l), Phospharsed85 % (100 mi/l)

Extraktionsmedium:
Mannitol (250 mmol, 4,554 g/100 ml), HEPES (5 mn®i119 g/100 ml), EGTA (1 mmol,
0,038 g/100 ml)

10 prof, Amselgruber, Inst. f. Umwelt und Tierhygies@wie Tiermedizin mit Tierklinik, Fachgebiet Anat@Em
u. Physiologie d. Haustiere, Universitat Hohenheim
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Reaktionslésung:

Mannitol (250 mM, 4,5540 g/100 ml),3ROx7 H,O (10 mM, 0,3384 g/100 ml), Tris-HCI
(200 mM, 1,5760 g/100 ml), KCI (10 mM, 0,0746 g/1ad), MgChx6 H,O (5 mM,
0,1017 g/100 ml), Dithiotreitol (1 mM, 0,0154 g/10fnl), Triton X-100 (0,05%,
0,05 ml/100 ml), NAD (2 mM, 0,1327 g/100 ml), Coenzym A (0,63 mM, 0,048400 ml).
Nach der Herstellung wurden 25 ml dieser LosungKalstrollbsung entnommen und die
Reaktionslésung anschlieRend durch Zusatz ardfetoglutarat (10 mM, 0,1696 g/75 ml)
komplettiert.

Kontrollésung (25 ml):
Zusammensetzung s. Reaktionslésung ohne SubstrktOglutarat)

ALAT/GPT Testkit (Bohringer Mannheim, MPR 1; 1 0B&8)

Eichlésungen zur Ermittlung des ProteingehalteSSewebe:

0,0 mg RSA/10 ml PBS-Puffer; 1,0 mg RSA/10 ml PBS8#T; 2,5 mg RSA/10 ml PBS-
Puffer; 5,0 mg RSA/10 ml PBS-Puffer; 7,5 mg RSAMDPBS-Puffer; 10,0 mg RSA/10 ml
PBS-Puffer

Die jeweiligen Substanzen wurden in Mef3kolben (1@MO ml) eingewogen, mit aqua bidest
(Milipore) aufgel6st, auf pH 7,4 eingestellt und &is gekuhlt (max. 4°C). Zur Herstellung
der Kontrolllosung wurden 25 ml der Reaktionslosway Zugabe des Substrates
Ketoglutaraentnommen.

Herstellung der Gewebehomogenate

Die bei —80°C gelagerten Proben wurden langsam Easif aufgetaut und anschliel3end
Gewebehomogenate im Doppelansatz hergestellt. [Rimp€ratur der Homogenate und
Losungen sollte wahrend aller Praparationsstadi€icht Ubersteigen.

Die Probenmenge je Homogenat entsprach ca. 300 ewgel® (FS). Nach Zugabe von
jeweils 3 ml eiskaltem Extraktionsmedium (ProbefBed. 1:10), wurde mit dem
Homogenisator Ultraturrax T 25 basic auf Stufe B Gifur 15 sec homogenisiert. Wahrend
des gesamten Vorgangs wurde das Probengefal} imagSsmngekihilt.
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Bestimmung der enzymatischen Aktivitdten und deteifgehaltes

Fur die Bestimmung des Proteingehaltes und der Akfivitait wurden aus jedem
Homogenat weitere Aliquote verdinnt. Die gemesseAddivitaten wurden auf den
Proteingehalt in der Probe bezogen.

ALT: 50 pl des hergestellten Homogenats wurden %0 4l Extraktionsmedium
gegeben und gut gemischt (Verdinnung 1:10). Nactb&feitung des ALT-
ReagenZ wurden 600 pl der Reagenzlésung in auf 25°C voigewue
Kivetten vorgelegt, 100 pl des entsprechend vetgiinrHomogenates
zugegeben und vermischt. Die Messung der Extinktibnahme erfolgte bei
25°C und einer Wellenlange van= 340 nm gegen Luft nach 1, 2, 3 und 4
Minuten.

0o-KGDH: 1000 pl der Reaktionslosung wurden in einef 25°C vorgewéarmte
Mikrokuvette vorgelegt, 40ul des eiskalten Gewelbebgenats zugegeben und
gut gemischt. Die Messung erfolgte bei 25°C uncteWellenlange voi =
340 nm gegen Luft mindtlich in der Zeit von 0 b& Minuten.

Eichkurve:  Zur Erstellung der Eichkurve im Doppedatz wurden jeweils 100 ul der
Eichlésung unterschiedlicher Konzentration mit jésvd,50 ml Serva-Blau-
Lsg. in der Kuvette gemischt. Die Extinktionsmegs@nfolgte bei 20°C und
einer Wellenlange von 450 bzw. 570 nm. Die Erstgjlder Eichkurve erfolgte
mittels linearer Regression.

Proteingehalt: Zur Bestimmung des Proteingehaltesder Probe wurden 50 ul des
Gewebehomogenates (nach 0, im Doppelansatz) mid u93°BS verdinnt.
Nach Vorlage von 1500 pl Serva Blau-Reagenz in Bikeokuvette wurden
jeweils 100 pl der hergestellten Verdiinnung zugebém Extinktionsmessung
erfolgte bei einer Wellenldnge von 450 bzw. 570 brie. Auswertung erfolgte
mit Hilfe der Eichkurve.

1 gemaR der Arbeitsvorschrift des Herstellers
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4.4 Statistische Auswertung

4.4.1 Lebendmasse, Lebenmassezunahme, IgA, BlutparamkielElektrophorese

Die Varianzanalyse erfolgte mit dem Statistikprogna SAS anhand eines Modells fir
wiederholte Messungen (repeated measures = RMr Antwvendung der Prozedur "Mixed".
Als RM wurden Messungen an gleichen Tieren in yeestenen Versuchswochen betrachtet.
Die Korrelation zwischen zwei Messungen wurde mir dOption “autoregressiv"
charakterisiert.

Neben den Faktoren Diat und Dosierung und der Waheirkung Dosis/Diat sowie dem
Versuchstag wurde das Alter (ausgenommen Futteabofe, LM, LMZ) als eine Kovariable
berticksichtigt, um dem Einflu des Alters auf diemgssenen Parameter Rechnung zu
tragen.

Die Least Square Means (Lsmeans) und die Standacit Hleans (SEM) wurden fur die
Kombination von Dosis*Diat fur verschiedenen Veissiwochen berechnet und mit der
Option PDIFF verglichen fur g 0,05.

4.4.2 Enzymatik

Die Varianzanalyse erfolgte mit dem Statistikprogna SAS anhand eines Modells fiur
wiederholte Messungen, unter Anwendung der Proz&UM". Die Parallelen am gleichen
Tier wurden als Wiederholungen betrachtet. Die Lamseftr die Dosis und die Diat wurden
errechnet und mit der Option PDIFF verglichen.
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5 ERGEBNISSE

5.1Toxin

1.1.1 Gewinnung von reinem Deoxynivalenol

Insgesamt wurden 315 Babynahrungsglaser mit jev2€ilgy Reismedium (= 6,3 kg Reis)
kultiviert. Nach Flussig-flissig-Extraktion einesoiextrakt-Aliquotes mit anschlieRender
HPLC-Bestimmung, lag die gebildete Toxinmenge bgili?s 3,5 g 3-ADON/kg.

Mittels der Uberarbeiteten Methode konnten aus 224jfer Reisextrakt insgesamt 9,00 g
reines 3-ADON isoliert werden. Dies entspricht eiAesbeute von ca. 1,4 g kristallinem 3-
ADON/kg Reis. Bei der Hydrolyse zu DON konnten Werluste von bis zu 52 % auf ca.
27 % gesenkt werden (Wiederverwendung des regetari€éauschermaterials), wobei 12 %
alleine aus dem niedrigeren Molekulargewicht (D@&8ultieren.

5.2 Futter

5.2.1 Futterzusammensetzung

Die Zusammensetzung der Futtermischungen wurdeosaigiert, dald der Weizenanteil in
der getreidefreien Futtervariante durch Kartoffélinersetzt werden konnte. Gravierende
Veranderungen in den prozentualen Anteilen derenait Futterkomponenten konnten hierbei
weitgehend vermieden werden (Abbildung 2).

5.2.1.1 Weender Futtermittel-Analyse

Wie in den nachfolgenden Tabellen dargestellt eatsen sich nach Weender

Futtermittelanalyse die Rohnahrstoff- und Enerdiadte beider Futtermischungen annahernd
und erfillten die geforderten Mindestgehalte bzageh in den von der DLG empfohlenen

Bereicher.

Die Nahrwerte der Futtermischungen entsprachenwidhsomit waren beide Futtervarianten
vergleichbar (Tabelle 9).

12

Quellen

- Mineralstoffgehalte in Futtermitteln, DLG-Futterw®ab. (Arbeiten der DLG, Band 62, DLG-Verlag,
Frankfurt/M, 1973): Magermilchpulver, Molkenpulvétartoffelstarke, Weizen.

- Nutrient Requirements of Swine (NRC, 1989): PotBrotein Concentrate (Kartoffeleiweil3). Eigene
Analysen: Kartoffelpiree.

- Aminosauregehalte in Futtermitteln, DLG-FutterwetTh (DLG-Verlag, Frankfurt/M, 1976)

- Ausschuf3 fur Bedarfsnormen der Gesellschaft fligEmmgsphysiologie. Energie- und Nahrstoffbedarf
landwirtschaftlicher Nutztiere. Nr. 4. Schweine8I9(DLG-Verlag)

- Leistungs- und Qualitatsgerechte Schweinefutterlnfgrmation 2/1988. DLG.
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Tabelle 9 Weender Analyse der Futtermischungen alteVersuchsabschnitte Ka = getreidefreie
Futtervariante auf Kartoffelbasis / W = Futtervariante auf Weizenbasis / 0 = keine
Belastung / 4000 = Belastung mit 4000ug DON/kg Fett (natirlich kont. / kinstl.
zudotiert) / 6000 = Belastung mit 6000ug DON/kg Fter (nattrlich kont. / kinstl.

zudotiert)

Durchgang [Probe FRutterart TS XA XL HCI-Fett KP XF Starke
[%] %] TS [%]TS |[%]TS Pe] TS [O] TS [W] TS

A Mix1 [KaO0 (A) 94,04 |7,21 0,69 1,39 22,00 (3,49 38,75
Mix 2 [Ka 0 (A) 93,92 (7,20 0,70 1,33 22,18 (3,70 39,00

Mix 3 [Ka 0 (A) 94,47 (6,67 0,71 1,54 23,33 (3,77 38,03

Mix4 (WO (A) 92,59 (6,45 0,64 1,42 24,43 (2,51 36,16

Mix5 (WO (A) 92,25 (6,44 0,66 1,42 24,08 (2,67 35,84

Mix 6 W 4000 (A) (92,07 (6,34 0,65 1,44 23,79 (2,61 37,68

B Mix 21 (W 0 (B) 92,26 (6,52 0,54 1,22 24,38 (2,39 35,72
Mix 22 (W 0 (B) 92,30 (6,21 0,54 1,42 23,52 (3,20 34,27

Mix 23 (W 0 (B) 92,21 (6,59 0,55 1,44 22,99 (2,94 35,57

Mix 24 (W 4000 (B) (92,42 (6,99 0,53 1,33 23,72 (2,69 35,79

Mix 25 (W 6000 (B) (92,12 |6,74 0,61 1,58 22,40 (3,02 35,79

C Mix 32 [Ka 0 (C) 93,53 |7,56 0,77 1,50 21,68 (3,86 38,12
Mix 33 [Ka 0 (C) 93,59 |7,44 0,75 1,49 21,71 (3,92 38,52

Mix 34 [Ka 0 (C) 93,59 |7,66 0,70 1,49 21,61 (3,81 38,56

Mix 35 [Ka 0 (C) 93,70 |7,52 0,70 1,64 21,66 (3,76 37,77

Mix 36 [Ka 0 (C) 93,98 (7,18 0,72 1,60 21,89 (3,66 38,32

TS = Trockensubstanz, XA = Rohasche, XL = Rolé@lt;Fett = sdureldsl. Fett, XO = Rohprotein, XF =
Rohfaser

5.2.1.2 Aminosauren

In den Aminoséuregehalten zeigten sich v.a. im ngeshalt deutliche Unterschiede. Die
getreidefreie Ration wies einen fast doppelt soeholéGehalt an Lysin auf, wie die
Weizenration.

Die Aminosaure-Verhéltnisse entsprachen weitestgthden Empfehlungen der DLG.
Lediglich die Threonin-Gehalte lagen im Verhaltais den tGbrigen Aminosauren unter der
empfohlenen Menge (Tabelle 10). Dem ist aber aunfyjrdes hohen Lysiniberhanges keine
Bedeutung beizumessen.

Die Auswahl der Futtermittel wurde unter den Getsiphnkten einer potentiellen
Toxinbelastung ausgewahlt, was die Konzeption gineteinreichen Diat einschlol3.

5.2.1.3 Vitamine

Die Vitamingehalte in beiden Futtervarianten wavengleichbar und lagen grof3tenteils im
UberschuB vor. Lediglich die Gehalte an Vitamin BB, B12 und Pantothensaure lagen
zunachst unter den von der DLG empfohlenen Ricliememwobei der Eintrag durch Molke-

und Magermilchpulver noch nicht berticksichtigt wemdst (Tabelle 11).
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Da die Angaben der DLG praxisorientierte Versorgemgpfehlungen sind, die Richtwerte
des NRC teils deutlich niedriger lagen, war gewgibtét, dass die Versuchsdiat den
Minimalbedarf sicher abdeckte.

Tabelle 10 Aminosauregehalte in den Futtermischunge
Getreidefreie Ration
Komponente Anteil Lysin Methionin + Cystein ~ Threonin  Tr yptophan
[%0] [a/ka]
Magermilchpulver 15 3,8 1,7 2,3 0,7
SiaRmolkenpulver 15 1,1 0,7 1,2 0,3
Kartoffeleiweil3 14,5 8,2 4.4 6,5 15
Kartoffelstarke 10 - - - -
Kartoffel gedampft 36,5 8 4 54 1,4
Mineralfutter 3 - - - -
ol 2 - - - -
Cellulose 4 - - - -
Summe 100 21,1 10,8 154 3,9
min. 11,5
Empfehlung (DLG) Ist 1 0,5 0,7 0,2
AS-Verhaltnis Empfehlung 1 0,6 0,65 0,2
Weizen-Ration
Komponente Anteil Lysin Methionin + Cystein ~ Threonin  Tr yptophan
[%0] [a/ka]
Magermilchpulver 15 3,8 1,7 2,3 0,7
SiaRmolkenpulver 15 1,1 0,7 1,2 0,3
Kartoffeleiweil3 10 5,6 3 4,5 1
Kartoffelstarke 3 - - - -
Weizen 50 1,6 2,1 1,6 0,7
Mineralfutter 3 - - - -
ol 2 - - - -
Cellulose 2 - - - -
Summe 100 12,1 7,5 9,6 2,7
min. 11,5

Empfehlung (DLG) Ist 1 0,6 0,8 0,2
AS-Verhaltnis Empfehlung 1 0,6 0,65 0,2

5.2.1.4 Mineralstoff-und Spurenelemente

Die Anforderungen bezuglich des Mineralstoff- undoufnelementgehaltes waren
Uberwiegend gut erfiillt. Jedoch zeigten sich imzikath/Phosphor-Verhaltnis Abweichungen
im Sinne eines geringen Kalzium-Uberschusses seiies geringeren Phosphorangebotes,
was jedoch den Empfehlungen des NRC entsprach.
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Das Calzium/Phosphor-Verhaltnis der getreidefreiRation betrug 2,3:1, das der
Weizenration lag bei 2,1:1 (Tabelle 12).

Tabelle 11 Vitamingehalte in den Futtermischungen Kalkulation). Zugrundegelegt wurden die
Gehalte der Mineral- und Vitaminvormischung (Anteil 3 % in beiden Futtervarianten).
getreidefreie bzw. Weizenmischung 30 g / kg Ration Empfehlung GfE
Vitamin A (L.E.) 18000 4000
Vitamin D 3 (I.E.) 1800 300-500
Vitamin E (mg) 60 15
Vitamin K 3 (mg) 0,9 0,15
Vitamin B 1 (mg) 1,0 1,7
Vitamin B 2 (mg) 3,0 2,5
Vitamin B 6 (mg) 2,1 3,0
Vitamin B 12 (mg) 13,5 18,0
Nikotinsaure (mg) 16,5 15-20
Pantothensaure (mg) 9,0 10,0
Folsaure (mg) 0,45 -
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Tabelle 12 Mineralstoff- und Spurenelementgehalteniden Futtermischungen(Kalkulation)
Getreidefreie Ration
Komponente Anteil | Ca P Mg Na Zn Cu Mn Fe J Se
[%] [a/kg] [ma/kgl
Magermilchpulver| 15 2 1,5 0,2 0,7 6,7 01 0,1 0,1
SuBmolkenpulver | 15 5,4 2,1 0,4 2,6 - - - -
Kartoffeleiweil3 145] 0,2 0,2 - - 36 18 0,7 58
Kartoffelstarke 10 - - - - - - - -
Kartoffelpliree 36,5 - 0,9 0,3 0,7 3,3 1 1,7 45
Mineralfutter 3 7,2 1,8 0,3 1,56 1 150 30 60 150 1,8 0,4
Ol 2 - - - - - - - -
Cellulose 4 - - - - - - - -
Summe 100 | 14,8 6,5 1,2 55 | 164 32,9 62,5 1604 18 04
Empfehlung 0,2-
(GfE, DLG) 11 8 - 2 70 6 15-20 100 0,15 0,3

Weizen-Ration
Komponente nteil %4 Ca P Mg Na Zn Cu Mn Fe J Se
[%] [a’kal [mg/kg]
Magermilchpulver| 15 2 1,5 0,2 0,7 6,7 01 0,1 0,1
SuRmolkenpulver | 15 5,4 2,1 0,4 2,6 - - - -

Kartoffeleiweild 10 0,1 0,2 - - 2,5 1,3 0,5 4
Kartoffelstarke 3 - - - - - - - -
Weizen 50 0,3 1,6 0,5 - 28 3 15 19
Mineralfutter 3 7,2 1,8 0,3 1,5 | 150 30 60 150 1,8 04
Ol 2 - - - - - - - -
Cellulose 2 - - - - - - - -
Summe 100 15 7,2 1,4 48 | 187 34,4 756 173,1 1,8 0,4
Empfehlung 0,2-
(GfE, DLG) 11 8 - 2 70 6 15-20 100 0,15 0,3

5.2.2 Natirliche Toxingehalte der Futterhauptbestandteile

Wie aus Tabelle 13 hervorgeht, war auch der unbiggmKontrollweizen (Schlag
Lerchenberg) nicht frei von Mykotoxinen. Trotz emeschender MalRRnahmen (Fungizid-
Einsatz) war eine Belastung des Getreides mit D@®%wa. auch mit HT-2- und T2-Toxin -
wenn auch in sehr geringem Ausmal’ - unvermeidbar.

Interessanterweise wies der hochbeimpfte Schlaga&er) eine deutlich geringere DON-
Kontamination auf als der mit einer 10fach geringenzentrierten Sporenlésung beimpfte
Schlag (Talacker).
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5.2.3 Fusarinsaure

Es waren keine mittels GC/MS mel3baren Gehalteuaariisaure im Futter enthalten. Bei
einer Nachweisgrenze von 10ug/kg lag somit derteredle Fusarinsauregehalt unter diesem
Grenzwert.

Tabelle 13 Toxingehalte im Getreide bzw. Kartoffelplver (Schollenberger et al.; 1998)
Probe Bezeichnung mittlerer Gehalt [ug/kg]
DON 15- 3-ADON NIV FUS |DAS [HT-2 T-2
ADON

W LB Weizen Schlag 78 + 36 - - - - 58 +20 (25 +12
Lerchenberg
ohne Inokulation

WTA Weizen Schlag 11959 28+1| 587 +600 70 - n.b. n.b.
Talacker + 1000
Beimpfung mit
50.000 Sporen

W SA Weizen Schlag 8746 - 1000+382|29+11 | - 20+ 2 -
Seeacker + 1586
Beimpfung mit
500.000 Sporen

Kartoffel |Kartoffelflocken - - - - - n.b. - -
(Pfanni)

[-] nicht nachweisbar
[n.b.] nicht bestimmbar

5.2.4 Toxizitatstest (MTT-Test)

Das Ergebnis der drei unterschiedlich inokuliertdfeizenchargen ist in Abbildung 4

dargestellt. Die nicht inokulierten Kontrollen (MTT, 0-Weizen, nicht inokuliert) waren

lediglich in der ersten Stufe toxisch und zeigten Yergleich zu den inokulierten Proben
(MTT 2 u. 3) eine deutlich geringere Toxizitat. eiden inokulierten Proben waren bis zur
zweiten Verdunnungsstufe (=200 mg Probenaliquogisth, wobei aber ein deutlicher
Unterschied zwischen den beiden Proben anhand dd@rTilungsaktivitaten festzustellen

war.

Die Extrakte des schwacher inokulierten Weizens TNZ) reduzierten die Spaltungsaktivitat
in wesentlich hoherem Mal3e (Differenz >50 %), wakh®here zytotoxische Eigenschaften
dieses Extraktes hindeutete.

Abweichend von den Ergebnissen der Weizenmatrigteedie Kartoffelmischung trotz
Toxinfreiheit gegenliber den eingesetzten Zellene elmohe Eigentoxizitdt, so dass
zytotoxische Effekte noch in den Verdinnungsstiidns 6 auftraten. Diese Eigentoxizitat
lie3 sich in erster Linie dem Kartoffelbreipulverllsst zuschreiben, da auch bei
Untersuchungen der reinen Substanzen (Getreide Kadoffelbrei) entsprechende
Toxizitatsunterschiede beobachtet wurden.
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Auch das histologische Bild der geschadigten ZelMem den mit Weizen inkubierten
Kulturen unterschied sich deutlich von dem der Kaittoffel versetzten, was auf ein ganzlich

anderes Toxizitatsverhalten hindeutete.
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Abbildung 4

= A = DON-Std
——l—MTT1
—t—MTT2
——m—MTT3
= U = Reag.BW

Untersuchung der Zytotoxizitat (MTT-Test) von inokulierten Weizen (Sprihinokulation

mit F. culmorum-Sporen wahrend der Blute). MTT1: keine Inokulation, MTT2:

50 000 Sporen/ml;  MTT3: 500 000 Sporen/ml.
Probenaliquot bzw. 50 pg DON je ml Medium

5.3 Tierexperimentelle Untersuchungen

5.3.1 Allgemeiner Gesundheitsstatus

Verdinmgsstufe

1:400 mg

Das Allgemeinbefinden der Tiere war in allen dreir€hgangen unbeeintrachtigt. Lediglich
in der Phase der Einstallung und Anflutterung zeigtee Tiere regelmalig Durchfall. Die

Symptome (dinnbreiige Kotkonsistenz) traten voefedler drei Versuchsabschnitte auf und
hielten jeweils ca. 10 bis 14 Tage an. Allgemeimzbfn und Appetit waren wahrend dieser
Zeit nicht beeintrachtigt. Zu Versuchsbeginn warldet wieder von normaler Konsistenz.

5.3.2 Gewichtsentwicklung (LM, LMZ)

Im ersten VersuchsabschnitDyrchgang A konnten bei restriktiver Futterung keine
Unterschiede sowohl zwischen den beiden Futtemi@ma (Weizen- bzw. Kartoffel-
mischung) als auch zwischen den Behandlungsgrufgstgestellt werden (Tabelle 14). Der
Appetit war bei allen Tieren und wéahrend des gesan#eitraumes unvermindert. Die
taglichen Zunahmen der belasteten Tiere erschiewanim Trend durchweg etwas geringer,
dennoch war nach vier Wochen statistisch kein Tefk@kt erkennbar (Abbildung 5).
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Die mittleren Endgewichte lagen bei Toxinbelastungl kg niedriger (restriktive Futterung)
bzw. um 4-8 kg niedriger (ad libitum-Futterung) Bensatz der weizenhaltigen Ration, waren

jedoch aufgrund der hohen Standardabweichungtstatisicht signifikant.

Insgesamt hatte es den Anschein, dass bei get@ielefritterung geringgradig bessere
Zunahmen und Gewichte verzeichnet werden konnteeh duch dies konnte statistisch nicht

abgesichert werden.

Tabelle 14 Mittlere LM (Start, Ende) sowie mittleretagliche LMZ Uber den Versuchszeitraum
DON . . .
Durchgang Fut_ter— [Lg/kg Sktarit<g|1\§wmht Iind}%(\eﬂwmht m|/t_|t_lere Zunahme
variante | e | (KO KM] [kg KM] [9/Tag]
MW +s MW +s MW +s
A weizen oo 117 112 |ose  :1ss  |iea  soes
restriktive 0 hzs +254  |259 + 464 527  +885
Fatterung treidefrei ' T4, ' t 4, + 88,
GetreItelel | 1000 o, [12,4 £207 |24 £346 493 +650
B Weizen 13,0 +1,90 34,6 +4,00 594 +73,0
ad lib.- 4000 1o |13,2 +1,80 29,9 +3,10 469 +49,7
Fatterung 6000 1o |12,0 +1,70 26,1 +2,90 401 +50,8
C reidefre 12,9 +1,90 31,4 + 3,50 539 +57,3
ad lib.- getreIaelrel 14000 oy, 12,8 +1,70  |30,0 + 3,40 494  +563
Fatterung 6000 ., [12,9 +1,60 30,3 + 3,30 503 + 56,6

* nat = natrlich kontaminiert, syn = synthetische®N zudotiert

Tabelle 15 Gewichtsentwicklung irDurchgang A
Parameter Tag Ls-means [Dosis*Diat] SEM sig. Fakt.*p =<0,1
WO W 4000 Ka 0 Ka 4000
LM 0 11,8 11,7 12,5 12,4 0,40 Einflul? der Toxindosierung
7 14,5 13,9 15,3 14,8 1,01
14 17,8 17,4 18,9 18,3 1,19
21 22,2 21,4 23,7 22,5 1,34
28 25,4 24,1 26,8 25,7 1,50

*Anm.: signifikanter Faktor gilt nicht fir Tag 0
LM = Lebendmasse, W = Weizen, Ka = Kartoffel, 08160T oxinkonzentration in pg DON/kg Futter
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Tabelle 16 Tagliche Zunahmen und taglich aufgenomnme Futtermenge inDurchgang A
Parameter \Woche |Ls-means [Dosis*Diét] SEM sign. Fakt.p 0,1
wo W 4000 Ka 0 Ka 4000
LMz 1 394,4 (320,2 402,6  |348,6 36,88  |EinfluR der Toxindosierung
2 4714  |494,4 514,2  |500,0 37,11
3 620,2 |[574,4 683,0 [582,8 30,16
4 545,2  |375,6 446,8  |449,8 31,46
FA 1 508,0 [505,4 530,6 [527,8 26,46
2 637,0 [611,2 658,8 [641,4 33,67
3 828,4 [828,2 872,0 (8514 43,82
4 1040,8 |1011,2 1093,0 |1049,4 (45,30

LM = Lebendmasse, FA = Futteraufnahme, W = Weiken: Kartoffel, 0/4000 = Toxinkonzentration in pg

DON/kg Futter

Abbildung 5

—e—KO(A)
—+—WO0(A)
—0—K 4000 (A)
—o— W 4000 (A)

Mittlere tagliche Zunahmen [g/Tag] Uber den gesamten Beobachtungszeitraum im ersten
Versuchsabschnitt  Durchgang A  Einstallungsgewicht nicht  beriicksichtigt).
Versuchsbeginn war ab Woche 0. W = Weizen; Ka = Kaoffel; 0 = unbelastet;
4000 = 4000 pg DON/kg

Im zweiten Versuchsabschnibychgang B Futterung ad libitum) waren im Gegensatz dazu
deutliche, konzentrationsabhangige UnterschiedkeirGewichtsentwicklung zu verzeichnen.
Mit der Verabreichung der ersten kontaminiertenidt@n war der Appetit sichtlich
herabgesetzt und die taglichen Zunahmen bereitdemersten Woche deutlich reduziert
(Abbildung 6). Signifikante Unterschiede ergabechstwischen der hochdotierten Gruppe
und der Kontrolle, bei der mittleren Toxingrupper\ea deutlicher Trend, aber aufgrund der
Streuung noch kein signifikanter Unterschied zwemhnen.
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Tabelle 17 Mittlere Gewichtsentwicklung (LM) in denDurchgangen Bund C

Parameter  Feit |s-means [Dosis*Diat] SEM sig. Fa  ktor*
[p <0,05]

Tag WO |W4000 |[W 6000 |[KaO |Ka 4000 |Ka 6000
LM [kq] 0 13,00 |13,20 12,00 12,90 |12,80 |12,90 |0,460 [EinfluB der

7 18,0 |16,7 14,8 16,4 |16,2 16,2 0,98  |Toxindosierung
14 24,0 |21,5 18,4 21,2 |20,5 20,5 1,22
21 |29,3 |26,0 22,4 26,5 |25,2 25,5 1,38
28 |34,6 29,9 26,1 31,4 29,9 26,1 1,51
* Anm.: signifikatnter Faktor gilt nicht fir Tag O

Bei Betrachtung der Gewichtsentwicklung Uber dersagdgen Versuchszeitraum von
4 Wochen wurde der EinfluR der Toxindosierung dettlerkennbar und die niedrigere
Gewichtsentwicklung beider Belastungsgruppen wanikant (p0,05) gegenuber der
Kontrolle (Tabelle 17).

Tabelle 18 Mittlere Zunahmen (LMZ) und mittlere Futteraufnahme (FA) in den Durchgéngen B
und C
Parameter |Zeit |Ls-means [Dosis*Diéat] Ls-means [Dosis*Diat] SEM [sig. Faktor [p s
Durchgang B Durchgang C 0,05]
[0/Tag] Wo WO W 4000 W 6000 KaO Ka Ka 6000
4000

LMz 1 717,0 |508,6 305,8 494,0 |480,0 |(474,2 44,51 |EinfluB der Toxindosis u.
2 851,4 (674,2 506,0 691,4 (611,4 |614,4 44,22 |WW*von Toxindosis in
3 757,2 (6514 574,2 740,2 (674,4 |717,0 55,59 |Verbindung mit Diat
4 768,4 (5514 525,6 702,8 (688,6 |680,2 38,15

FA 1 919,0 |(785,8 605,0 653,6 (648,2 |633,4 47,10 |Einfluk der Toxindosis,
2 1126,8 (941,2 712,0 861,2 (818,0 |814,6 61,52 |der Diat, der Vers.woche
3 1251,6 (1107,8 |905,6 1068,2 |999,4 |1006,4 |77,68 |u. WW*von Toxindosis
4 1505,6 (1125,4 |992,4 1188,6 |{1108,4 |{1099,8 |73,40 |in Verbindung mit Diat

*WW = Wechselwirkung

Die Auswertung nach Einzelwochen zeigte (Tabellg d#@ss bereits in der ersten Woche die
Gewichte der hochbelasteten Tie@u(chgang B DON,; 6000 pg/kg Futter) signifikant
niedriger lagen, als die der Kontrolltiereg[®,05). In der zweiten Versuchswoche wurde ein
deutlicher Trend zwischen den beiden Behandlungggm erkennbar (9 0,1).
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Die Divergenz der Gruppen vergro3erte sich in digired Woche noch weiter, sodass letzlich
nach vierwochiger Toxinverabreichung einerseits setven der Kontrollgruppe und den
beiden  Behandlungsgruppen ein  signifikanter  Unteest hinsichtlich  der
Gewichtsentwicklung auftrat (p=0,05) und andexiéss zwischen den beiden
Belastungsgruppen ein deutlicher Trend hinsichttickinbedingter Wachstumseinbuf3en zu
verzeichnen war (g 0,1).

Obwohl in diesem Versuchsabschnitt eine Wechselwigk von Toxindosis und der
eingesetzten Diat ermittelt werden konnte, zeigtk die Diat selbst ohne Einflu3. Ebenfalls
signifikant ist der Unterschied zwischen den Koligroppen in derburchgangen BindC in
der zweiten (g 0,01) und dritten (g 0,05)Versuchswoche.

Im letzten Versuchsabschnitt (Durchgang C) war k&mflud des Toxins auf die
Leistungsparameter LM und LMZ erkennbar. Die Veeatltung des reinen Toxins in einer
getreidefreien Futtermischung liel3 keine Untersibdiezwischen den Kontroll- und
Belastungsgruppen bzw. innerhalb der Belastungpgmuperkennen (Abbildung 7, Tabelle
18).
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Abbildung 6 Mittlere tagliche Zunahmen [g/Tag] Uber den gesamten Beobachtungszeitraum im
zweiten Versuchsabschnitt Durchgang B Einstallungsgewicht nicht bericksichtigt).
Versuchsbeginn ist ab Woche 0. W =Weizen; 0/4000/0 =0, 4000 bzw.
6000 pg DONnat/kg. a signifikant unterschiedl. zuKontrolle
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Abbildung 7 Mittlere  tagliche  Zunahmen [g/Tag] GUber den gesamten

Beobachtungszeitraum im dritten VersuchsabschnittPurchgang G Einstallungsgewicht
nicht bericksichtigt). Versuchsbeginn ist ab Woch®. Ka = Kartoffel; 0/4000/6000 = 0,
4000 bzw. 6000 pug DONrein/kg

Zusammenfassend ist festzustellen, dass im zwegesuchsabschnitDurchgang B bereits
in der ersten Versuchswoche ein eindeutiger, kanagonsabhangiger Effekt von DON auf
die Leistungsparameter Lebendmasse und Lebendmasteue zu erkennen war. Dies
zeigte sich jedoch nur bei ad libitum-Futterungeeinatirlich kontaminierten Weizenration.

Bei Verabreichung von reinem Deoxynivalenol in eirgetreidefreien Diat ahnlicher
Zusammensetzung und Rohnéahrstoffgehalte war keiftuBi des Toxins, unabhangig von der
gewahlten Dosierung , zu verzeichnen.

5.3.3 Futteraufnahme

Im ersten Versuchsabschnibyrchgang A war, unter restriktiver Futterung im Fall von
jeweils 4000 pg DON/kg Futter, weder ein Toxineffekoch ein Einflul3 der Diat
(Weizen/Kartoffel) ersichtlich. Sowohl bei der Bsthtung dber den gesamten
Versuchszeitraum, als auch in den einzelnen Vessuothen waren keine toxinbedingten
Veranderungen festzustellen.

Die Futteraufnahme der belasteten Tiere untersdhiedd versuchsbedingt nicht von der der
jeweiligen Kontrolltiere. Allenfalls traten in bead Futtervarianten unter Toxinbelastung
leichte Tendenzen hinsichtlich geringerer Futterabime auf.
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Generell schien die Futteraufnahme der getreidefediitterten Tieren geringgradig besser
auszufallen, als die der mit Weizen gefittertenreli@bbildung 8). Die Futterverwertung
dagegen schien sich unter Toxinbelastung zu vexsiatérn.

In Durchgang B(ad libitum, 4000 u. 6000 ug DON/kg Futter, natlrl kontaminierter
Weizen) zeigten sich bei der Auswertung Uber desampen Versuchszeitraum die
Unterschiede beziglich der aufgenommenen Futteremengwischen der hohen
Belastungsgruppe (DQN6000 pg/kg Futter) und der Kontrolle hochsignifikgm< 0,0001).
Auch die Tiere der mittleren Belastungsgruppe (RLMO00 mg/kg Futter) nahmen
signifikant weniger Futter auf als die der Konteo{p< 0,01). Die Futteraufnahme innerhalb
der beiden Toxingruppen zeigte ebenfalls einerkataifrend auf ( 0,1).

Bei Betrachtung der Einzelwochen zeigte sich bereit der ersten Versuchswoche ein
signifikanter Toxineffekt, sowohl innerhalb der déen Behandlungsgruppen £,05) als
auch zwischen der Kontrollgruppe und den beidenaBdlunsgruppen. Nach drei Wochen
verschwindet scheinbar der Toxineffekt zwischen tkalfe und mittlerer Belastung (DQN
4000 mg/kg Futter).

Der Unterschied zwischen den beiden Behandlungpgruerschwindet ebenfalls in der
dritten Versuchswoche. Lediglich bei den hochbelast Tieren la3t sich in den beiden
letzten Versuchswochen nach wie vor eine signitikemminderte Futteraufnahme gegenuber
den Kontrollen feststellen @0,005). Auch in der mittleren Belastungsgruppe
(DONRpat 4000 mg/kg Futter) tritt in Woche 4 wieder ein rsftdkanter Unterschied zur
Kontrolle auf (p< 0,001).

Im letzten Versuchsabschnibyrchgang ¢ waren zu keinem Zeitpunkt Unterschiede in der
Gewichtsentwicklung, den tégl. Zunahmen und Fulieihme und —verwertung
festzustellen (Abbildung 10, Tabelle 17).
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Abbildung 8 Mittlere Futteraufnahme [g TS/kg KGW] wahrend des Versuchszeitraumes in
Durchgang A W = Weizen; Ka = Kartoffel; 0 bzw. 4000 = 0 bzw4000 pg DON/kg
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Abbildung 9 Mittlere Futteraufnahme [g TS/kg KGW] wahrend des Versuchszeitraumes in
Durchgang B W = Weizen; 0, 4000, 6000 = 0, 4000, 6000 ug D®N/a = sign. zur
Kontrolle, b = sign. zur jeweils anderen Belastungguppe
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Abbildung 10  Mittlere Futteraufnahme [g TS/kg KGW]
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Durchgang C Ka = Kartoffel; 0, 4000, 6000 = 0, 4000, 6000 [ON/kg
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5.4 Weitere Untersuchungen

5.4.1 Blut

In allen drei Durchgangen lagen die untersuchtamtp@rameter grofl3tenteils innerhalb der
jeweiligen Referenzbereiche und lieRen keine Behtigung des Allgemeinbefindens
erkennen. Wenige sporadische Veranderungen eiRigexmeter traten bei einzelnen Tieren
und inkonstant bei Vertretern aller Gruppen auf kodnten somit nicht immer eindeutig
einer Toxineinwirkung zugeschrieben werden (Tab&8g Viele der gemessenen Parameter
zeigten sich durch die Diat beeinflu3t. Auch wurdattersabhéngige Variationen
offensichtlich, die sich zum Teil auch in einem fiti des Versuchstages niederschlugen.

Eindeutige Toxineffekte waren im ersten Versuchsahit lediglich bei den Parametern
SDH und T4 zu sehen. Hierbei mul3 beachtet werdaess dSDH hauptsachlich zu
Versuchsbeginn und lediglich durch das reine Tdoerinflu3t scheint und auch nur in der
mittleren Belastungsgruppe (Weizengruppe mit 409@MON/kg Futter) (Abbildung 11). Bis

zum Zeitpunkt des grof3ten Unterschiedes wurde maechkein Toxin verabreicht und die
Gehalte gleichen sich mit fortdauerndem Versucliszen wieder an.

T4 zeigte dagegen ausschlieZlich in der Kartoftgdge erhohte Werte was erst gegen
Versuchsende signifikant wurde (Abbildung 12).
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Tabelle 19 Veranderungen der Blutparameter inDurchgang A in Abhangigkeit des signifikanten
Faktors. W = Weizen; Ka = Kartoffel; 0/4000/6000 /4000/6000 pg DON/kg
Parameter Veit | s-means [Dosis*Diét] SEM sig. Fakt [p <0,05]
Tag WO W 4000 Ka 0 Ka 4000
Glucose [mg/dl] [0 89,75 93,00 89,80 |91,40 4,753 EinfluR durch Alter
14 97,00 109,80 93,20 (84,00 22,833
28 102,00 (100,60 82,00 |93,00 4,818
Triglyceride 0 31,25 |34,67 40,80 |35,00 3,700  |EinfluB der Diat
[mg/dl] 14 27,20 (33,40 43,60 29,80 4,876 Einflu durch WwW
28 25,20 28,00 47,00 29,80 3,244 Dosis*Diat
Bilirubin [mg/dl] |0 0,38 0,37 0,38 0,40 0,013 EinfluB in Bezug auf
14 0,13 0,13 0,17 0,15 0,019 den Versuchstag
28 0,29 0,29 0,31 0,28 0,013
ALT (GPT) [U/] |0 13,75 11,67 16,00 20,80 1,511 EinfluR der Diat
14 14,20 16,20 20,80 28,60 2,418
28 17,20 18,00 23,80 25,80 2,111
GGT [U/] 0 20,00 19,67 20,00 14,00 2,290 (EinfluB@ durch
14 19,00 23,00 23,00 16,00 2,414  |WW* Dosis* Diat)
28 19,40 23,60 25,00 16,80 2,206
Alk. Phosph. 0 359,25 416,33 340,20 (372,20 38,349 |Einflu durch Alter
[un 14 411,00 |465,00 393,00 (376,40 45,000 |undinBezug auf den
28 345,60 (384,00 392,00 |364,00 22,181 |Versuchstag
SDH [U/]] 0 0,20 1,27 0,37 0,50 0,068 Einfl. d. Dosis, d.Diat
14 0,21 0,68 0,40 0,48 0,081  |WW Dosis*Diét u.
28 0,52 0,34 0,39 0,34 0,126  |WW Veruchstag*Dosis
Harnstoff [mg/dl] |0 17,75 18,67 10,60 10,40 2,009 Einflu durch Diat
14 23,00 20,40 16,40 16,20 1,190
28 31,60 26,40 26,60 26,60 2,395
Anorg. Phosphat |0 2,55 2,53 2,64 2,47 0,140  |Einflu durch Diat
[mmol/1] 14 2,37 2,13 3,13 2,57 0,465
28 2,84 2,88 3,46 2,98 0,127
T4 [ug/dl] 0 3,40 4,30 3,20 3,32 0,351 EinfluR durch Dosis
14 3,72 4,30 3,80 4,16 0,273
28 4,32 512 3,74 6,06 0,457

*WW = Wechselwirkung
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Abbildung 11  Mittlere SDH-Werte im Serum in Duchgang A
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Abbildung 12  Mittlere T4-Gehalte im Serum inDuchgang A

Im zweiten Versuchsabschniirchgang B zeigte sich ein signifikanter Effekt des Toxins
auf den Triglyceridhaushalt (Abbildung 13). In denittleren Belastungsgruppe in
Durchgang Bwaren deutlich héhere Triglyceridgehalte zu mesdsrin den anderen beiden
Gruppen.

Die Bilirubin-Gehalte stiegen iDurchgang Cmit fortschreitender Versuchsdauer in allen
Gruppen gleichmal3ig moderat an. Durchgang Bdagegen waren bei Versuchsbeginn
auffallig hohere Werte zu messen, die im Versuatawegleichméalig abnahmen (Abbildung
14).

Die anfanglich signifikanten Veranderungen der Afichen Phosphatase Durchgang B
verlieren sich in der zweiten Versuchshalfte (Abbiig 15).
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Im Gegensatz zum ersten Durchgang wurden im zw&iggsuchsabschnitt die SDH-Werte
nur durch DON aus natirlicher Kontamination beeidf] wobei die Werte im
Versuchsverlauf deutlich ansteigen (Abbildung 16).

Das Schilddrisenhormon T4 war in den ad libitumsdehen (Durchgang B und C)
unbeeinflul3t. Jedoch liegen die Werte in der Wegnappe deutlich hoher, was den Einflul3
der Diat aufzeigt (Abbildung 17).
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Tabelle 20 Veranderungen der Blutparameter in denDurchgdngen Bu. C in Abhangigkeit des
signifikanten Faktors
Parameter Feit |s-means SEM sig. Fakt
[Dosis*Diat] [p 50,05]
W0 |W4000 |[W6000 |[KaO [Ka Ka
4000 |6000
Glu 0 101,00 (102,40 |100,60 (84,25 |94,00 |82,00 (5,310 |EinfluBd. Diat
14 |114,60(114,20 |105,00 (101,20|103,60 |100,20 (3,828 |u.d.Versuchstags
28 |116,00 (113,20 (111,80 |98,20 |99,00 |100,00 |4,143
Triglyceride |0 39,00 (48,80 34,80 (24,25 |30,00 (31,60 |4,228 [EinfluB d. Diat
[mg/dl] 14 29,60 (48,80 |33,60 (26,00 |35,00 (34,00 (3,195 |Dosierungu. WW*
28 |24,60 |38,40 (30,20 |26,80 |30,80 |29,25 |3,618 |Versuchstag/Diat
Cholesterin |0 80,50 (89,80 (82,80 63,00 (61,40 (67,00 (5,179 |Einflud d. Diat
[mg/dl] 14 |87,00 |84,40 76,00 |65,00 |67,20 |62,60 |4,774
28 87,20 (81,20 (85,40 |71,60 |75,20 |63,75 |5,550
Bilirubin 0 0,22 |0,21 0,31 0,07 |0,10 0,11 0,043  |Einfluk d. Ver-
[mg/dl] 14 10,08 |0,09 0,10 0,12 10,13 0,15 0,009  [suchstags, WW
28 (0,08 (0,09 0,10 0,17 10,16 0,15 0,015  |Versuchstag/Diat
ALT (GPT) |0 17,77 (16,24 13,23 14,88 |21,23 15,12 (1,516  |EinfluB d. Vtags*,
[un 14 22,86 |18,48 18,44 16,78 |23,88 (20,74 (2,520 |WWw d Vtags/Diat
28 (17,78 (16,96 15,50 19,06 |25,66 (22,03 (1,649 |WW Dosis/Diat
GLDH [U/l] |0 0,40 10,45 0,59 0,65 10,47 0,56 0,116  |WW Dosis/Diat
14 10,27 0,43 0,85 0,89 0,57 0,57 0,239
28 (0,26 (0,33 0,40 0,49 10,63 0,44 0,059
Alk. 0 478,88 [345,66 |458,00 (286,00 (415,60 (339,40 |36,338 |WW Dosis/Diét,
Phosph.
[un 14 |428,00(322,80 |286,60 (352,80 (350,80 |320,60 |27,158 |WW Vtag/Diat
28 |392,00|293,20 (315,20 |346,20/349,00 |307,25 |27,783 |Vtag/Dosis/Diat
SDH [U/]] 0 1,09 |1,49 1,18 1,07 |1,62 1,31 0,477 |WW
14 10,69 |0,89 0,52 0,68 |1,16 1,08 0,187  |Versuchstag/Diat
28 (0,99 (1,17 1,62 0,47 10,35 0,52 0,130
Harnstoff 0 24,80 22,13 20,68 |21,68 |20,70 |18,72 |1,730  |EinfluR der Diat
[mg/dl] 14 123,70 |22,26 17,52 18,44 (18,02 |20,12 |1,844 |WW Dosis/Diat
28 (31,00 (31,60 24,60 |20,94 (20,70 |23,38 (2,584 |WW Vtag/Diat
Kreatinin 0 0,95 |1,13 0,84 0,81 0,81 0,86 0,062
[mg/dl] 14 |1,00 |1,06 1,03 0,88 10,89 0,99 0,047
28 (0,96 (1,06 1,00 0,99 |0,91 1,00 0,053
T3 [po/dl] 0 36,24 (30,70 |41,74 |40,13 |73,42 |67,58 |11,678 [EinfluBd. Ver-
14 78,80 |73,20 68,40 65,12 |82,78 61,04 (11,888 |suchstags,
28 [79,40 (68,20 71,00 67,94 |71,06 |68,30 (11,945 |WW Vtag/Diat
T4 [ug/dl] 0 540 |4,84 4,84 2,73 |3,66 4,00 0,501 |[Di
14 |558 |5,84 5,62 3,98 |3,66 3,98 0,434
28 6,22 6,28 5,94 4,78 (4,30 4,93 0,439
IgA [mg/ml] |0 0,48 0,54 0,61 0,47 10,48 0,48 0,057  |EinfluR v. Alter, Diét

28 10,75 0,79 0,91 0,58 0,65 0,71 0,074  |Dosis, Diat, WW

Vtag/Diat

* Vtag = Versuchstag
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Abbildung 13  Mittlere Triglycerid-Werte im Serum in den Durchgéangen B und C.
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Abbildung 14  Mittlere Bilirubin-Werte im Serum in d en Durchgédngen Bund C.
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Abbildung 15  Mittlere Alk. Phosphatase-Werte im Seum in den Durchgéngen Bund C.
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Abbildung 16  Mittlere SDH-Werte im Serum in denDurchgangen Bund C.
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Abbildung 17  Mittlere T4-Werte im Serum in den Durchgéngen Bund C.

Die Serum-Protein-Elektrophorese ergab lediglicupgenunabhangige vorriilbergehende
Veranderungen (Tabelle 21). Mit dem Alter nahm adeh Gesamteiweil3gehalt zu, wobei
diese Zunahme bei Toxineinwirkung geringer ausfiel.

Durchgehend war ein leichter, altersabhangiger idgstles Albumingehaltes festzustellen,
der aber nur im Zusammenhang mit einer nattrlicBetastung (DONy) bei ad libitum-
Futterung Durchgang B geringgradig starker erschien. Dies liel3 sicdenDurchgdngem
(beide Futtervarianten) un@ (DONsynin) nicht wiederfinden. Demgegentber zeigten die
Gehalte den-Globulin-Fraktion durchweg eine geringgradige raiéhangige Abnahme.
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Tabelle 21 Albumin-und Globulin-Gesamtfraktion [%] im Serum in Durchgang A
Parameter V eit | s-means [Dosis*Diat] SEM sig. Fakt p 0,05
WO W 4000 Ka 0 Ka 4000
TP [g/dl] 0 53 52 53 53 0,16 EinfluB des
14 4.8 45 5,6 4.8 0,92 Versuchstags
28 6,6 59 6,2 59 0,41
Albumin [%] 0 39,6 44,1 40,7 40,5 2,35 EinfluB durch Alter,
14 44,3 46,3 45,6 42,7 2,46 Versuchstag und
28 49,3 51,4 51,2 51,3 1,84 WW Dosis*Diat
al-Globulin [%] [0 20,4 19,1 20,7 20,6 0,72
14 18,0 17,0 15,0 15,2 2,63
28 10,3 14,4 12,5 15,1 2,58
a2-Globulin [%] [0 7.8 7,7 8,0 8,4 0,56 (Einflu durch Dosierung)
14 5,6 5,7 8,0 7.4 2,20
28 10,0 6,3 7,7 5,8 1,58
b1-Globulin [%] |0 15,1 15,9 15,4 14,9 0,77 EinfluB des
14 16,1 14,9 15,7 16,1 0,96 Versuchstags
28 10,7 13,9 12,1 13,8 1,42
g-Globulin [%] 0 15,7 14,5 13,2 13,0 1,85 EinfluR des Alters (und
14 15,8 16,0 13,9 18,1 2,54 des Versuchstags)
28 19,4 13,9 15,4 15,4 3,20
Alb/Glob 0 3,7 -1,9 4,3 15,0 12,13
14 0,8 0,9 0,9 0,7 0,07
28 1,0 11 11 1,0 0,07
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Tabelle 22 Albumin-und Globulin-Gesamtfraktion [%] im Serum in denDurchgangen Bu. C
Parameter  Peit |s-means [Dosis*Diat] SEM sig. Fa ktp <0,05
W0 |W4000 |W 6000 |KaO |Ka 4000 |Ka 6000
TP [g/dl] 0 55 55 57 53 50 5,6 0,14  |EinfluB der Diat,
14 (5,9 6,0 59 55 53 5,6 0,19  |des Versuchstags
28 16,1 59 5,8 6,2 57 6,0 0,16  |und WW Dosis*Diat

Abumin[%] |0  |46,8 |48,6  |431  |38,2 [40,4 |40,5 1,81 |EinfluBder Diat,
14 [492 [520 [488  [480 447 [49.4 [1,62 |des Versuchstags
28 |505 54,1 |511 54,7 |51,0 |535  |1,30 |und WW Dosis*Didt

al-Globulin |0 1,6 51 1,4 21,5 11,5 15,3 2,96 Einfluf® der Diat,
[%] des Vtags,

14 (0,8 0,7 0,8 1,0 1,9 4,0 1,15 |WW Vtag*Diat

28 0,9 0,7 0,5 14,8 13,0 9,7 1,48 |WW Vtag*Dosis*Diat
a2-Globulin |0 21,1 (194 23,7 20,1 (10,5 11,2 6,58 EEQ?UG des Alters, der
[%]

14 (179 [16,1 17,2 18,3 (17,4 13,1 7,67  |des Versuchstags
28 |16,2 (13,8 15,1 5,8 7,7 8,2 111

b1-Globulin |0 7,0 8,1 6,5 13,4 36,9 12,8 10,51 |Einflui der Diat
[%]

14 |81 7,6 54 16,3 |17,2 15,9 2,53

28 |7,7 54 11,2 129 |13,7 11,3 1,94

g-Globulin [0 [251 [203  [27.2 19,3 [220 [19,9 [2,56 [EinfluR der Diat
[%]

14 (24,0 (25,7 27,9 16,3 (18,8 17,6 2,37
28 (24,7 25,9 22,0 11,8 |14,6 17,4 2,43

Alb/Glob 0 0,9 0,9 0,8 0,6 0,7 0,7 0,06  |[EinfluB der Diat,
14 |1,0 11 1,0 0,9 0,8 1,0 0,06 [WW Dosis*Diat
28 |1,0 1,2 1,0 1,2 1,0 1,2 0,06

5.4.1.1 Immunglobuline

Die Ergebnisse der Immunglobulinanalyse aus der BAdunschweig zeigten eine generelle
altersabhangige Zunahme der Serum-IgA-Spiegelem &ruppen (Abbildung 18, Abbildung
19, Abbildung 20). Ein signifikanter Einflu3 derXindosis war nicht erkennbar.

In Durchgang Bzeigten Tiere der hochbelasteten Gruppe tendérmibere IgA-Werte, als
die der Kontrollgruppe. Die IgM-Gehalte zeigten elggn, mit zunehmendem Alter, einen
deutlichen Trend zu geringeren Konzentrationenni8kgnzen der Mittelwerte zwischen der
ersten (Tag 0) und letzten Blutentnahme (Tag Z&gtr hier in der getreidefrei gefitterten
Belastungsgruppe iburchgang Asowie in der Kontroll- und mittleren Belastungggue
(4000 pg DONa/kg Futter) inDurchgang Bauf.

Unterschiede zwischen den Behandlungen waren jedatit zu erkennen. Es liel3 sich
lediglich ein statistisch nicht absicherbarer Trendhéheren IgA-Gehalten mit steigender
DON-Konzentration feststellen, der bei Verabreidhwon DON, deutlich ausgepragter
erschien, als bei Verfitterung des reinen Toxins.
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Abbildung 18  Mittlere Serum IgA-Gehalte im Durchgang A gemessen zu Beginn und Ende des
Versuchsabschnitts.
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Abbildung 19  Mittlere Serum IgA-Gehalte im Durchgang B gemessen zu Beginn und Ende des
Versuchsabschnitts.
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Abbildung 20  Mittlere Serum IgA-Gehalte im Durchgang C gemessen zu Beginn und Ende des
Versuchsabschnitts.

5.4.2 Kot
5.4.2.1 DON-Exkretion

In den tiefgefrorenen Kotproben konnten ledigligdrainzelt Spuren von DON unterhalb der
Bestimmungsgrenze nachgewiesen werden. DOM-1 wgatmeiRig nicht nachweisbar. Auch
in den "Negativproben" (ohne externen DON-Zusat) @ransformationstudie war weder
DON noch Deepoxy-DON nachweisbar.

5.4.2.2 Metabolisierung

Die Isolierung von DON und ggf. gebildetem DOM-Isainer Kot-Puffer-Suspension (nach
Modellsystem) gelang nahezu vollstandig durch eiméaExtraktion mittels Ethylacetat an
Extrelut-Kartuschen (Wiederfindung 92-97 %). Die tfakte konnten ohne weitere
Aufreinigung direkt in das HPLC-System injiziert [{Bildung 21) bzw. zur GC/MS-

Derivatisierung eingesetzt werden.

In den inaktivierten Proben der belasteten Tiered@uwegelmalig deutlich mehr, bis zu 115%
des zudotierten DON gefunden. Aus diesem Grund evudie inaktivierten Proben, ohne

Toxinzusatz, direkt mittels HPLC bzw. GC/MS untetstu In keinem einzigen Fall konnten

DON bzw. DOM-1 nachgewiesen werden.
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Abbildung 21  Transformation von Deoxynivalenol zu [Repoxy-Deoxynivalenol (DOM-1) durch
Darmmikroorganismen aus dem Kot (Rektum) des Schwees. HPLC-Chromatogramme
der Ethylacetat-Extrakte aus unterschiedlichen KotPuffer-Suspensionen (a: Mikroflora
inaktiv; b - d: Mikroflora aktiv) nach 24 h Inkubat ion der jeweiligen Faeces mit reinem
DON bei 37 °C.

5.4.2.3 Transformation von DON im Tierversuch

Die Fahigkeit der Darmmikroflora (aus dem Rektun@NDzu DOM-1 zu transformieren war
sowohl von der Darreichungsform und der Toxinmeatge auch vom Futterungsregime
abhangig (Abbildung 22, Abbildung 23, Abbildung 24)

Unabh&ngig von der Toxinmenge waren die mit deregdtfreien Diat gefltterten Tiere am
Tag 0 praktisch nicht in der Lage DON zu metabeten. Demgegenuber erlangten die mit
unbelastetem Weizen gefitterten Tiere diese Fahigkeeits in der Anfltterungsphase. Der
Anteil an DOM-1 nahm im Zuge des Versuchs starkO4@g DON./kg Futter) bzw.
geringfugig (4000 pg DORNWYkg Futter) zu. Trotzdem zeigten nur die mit nacbrl
kontaminiertem Weizen belasteten Tiere eine ddutlgeringere Futteraufnahme und
deutliche Einbuf3en in der Gewichtsentwicklung.

Mit steigender Toxinkonzentration im Futter nahmr dénteil transformierender
Mikroorganismen im Kot, unabhéangig von der Darramfsform, zu (Ausnahme Tier 13,
DurchgangC, Abbildung 24), wahrend bei den Kontrolltieren rkainheitliches Muster zu
erkennen war, da die Metabolisierungsfahigkeiimeise nahezu unverandert blieb, zu- oder
gar abnahm.
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Eine Zunahme der Metabolisierung stellte sich beiéh, die eine belastete Weizenmischung
erhielten deutlich ausgepragter dar, als bei ghtfesi geflutterten Tieren (Abbildung
22 a + b, Abbildung 23, Abbildung 24). Bei ad lit Futterung Qurchgang B, ¢ erfolgte
die Adaptation der Mikroflora im Gegensatz zur nigsven Futterung(Durchgang A)
schneller, trat bei mehr Tieren auf und der Abbag d@oxins erfolgte bei diesen Tieren
vollstéandig. Dies war auch bei den getreidefreiigeften Tieren zu beobachten.

a) 100% 71— — — — —

90% A
80% -
70% -

60% -
o DOM-1[%]

= DON [%]

50% -
40% -

30% A

20% -
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Tag des Kulturansatzes

Tier 5

b) 100% -
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70% A
. 60% A

0% O DOM-1[%]

40% | B DON [%)]
: 30% A
20% A
10% A
0% -+
0 | 21 0 | 21 0 | 21

0 | 21
Tier 12 Tier 15

Anteil DON/Deep-DON [%]

Tier 6

Anteil DON/Deep-DON [%]

Tier 17 Tier 19

Tag des Kulturansatzes

Abbildung 22  Prozentuale Anteile von DON und DOM-1nach Inkubation von Kot-Puffer-Suspension
im ersten Versuchsabschnitt Durchgang A Versuchstage 0 u. 21). a) Tier 2/5: Weizen
unbelastet; Tier 6/9: Weizen mit 4000 ug DON¢kg Futter). b) Tier 12/15: Kartoffel
unbelastet; Tier 17/19: Kart. mit 4000 pg DON;n/kg.
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Im einzelnen ist jedoch ist anzumerken, dass imiteweVersuchsabschniburchgangB
Tier 2 (Weizen unbelastet) mit hohen Metabolisigaraten auffiel, obwohl es niemals

belastetes

Getreide erhalten hatte. Dagegen ZEigtel5 (Weizen mit 6000 pg DQIYkg,

ohne Abbildung) anfangs eine Deepoxidationsrate 8o, die trotz Toxineinwirkung im
Versuchsverlauf insgesamt abnahm.

Auch im dritten Versuchsabschnitt war teilweise etsr von Beginn an eine hohe
Metabolisierungsaktivitat zu verzeichnen (Tier &trgidefrei unbelastet), die trotz eines

fehlenden '

‘Toxinreizes" Uber den Versuchszeitraestdhen blieb. Andere wiederum zeigten

trotz Toxinverabreichung keinerlei DeepoxidationefT9, getreidefrei 4000 pg DQMkKg,
ohne Abbildung).

Abbildung 23
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Tag des Kulturansatzes

Prozentuale Anteile von DON und DOM-1nach Inkubation von Kot-Puffer-Suspension
im zweiten Versuchsabschnitt Durchgang B Versuchstage 0 u. 21). Tier 3/4 Weizen

unbelastet. Tier 7/8: Weizen mit 4000 pg DORNyt /kg Futter; Tier 12/14: Weizen mit
6000 pg DONai/kg Futter
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Abbildung 24  Prozentuale Anteile von DON und DOM-1nach Inkubation von Kot-Puffer-Susp. im
dritten Versuchsabschnitt Qurchgang G Versuchstage 0 u. 29). Tier 1/5: Kart.
unbelastet, Tier 8/10: Kartoffel mit 4000 ug DONg /kg, Tier 11/13: Kart. 6000 ug
DONrein/kg.

Abschlie3end kann nicht von einer natirlichen Kagazur Metabolisierung ausgegangen
werden, sondern diese Fahigkeit scheint vielmehéagig zu sein von dem Vorhandensein,
der Aufnahme und der Etablierung metabolisiereiMikroorganismen im Darm.

5.4.3 Organe
5.4.3.1 Enzymatik

Die enzymatischen Untersuchungen nach Beendigurgy etsten Versuchsabschnittes
(Durchgang A) ergaben dosisabhangige Effekte anfRteteingehalt der Darmmukosa sowie
der ALT-Aktivitat der Enterozyten (Abbildung 25, Aiddung 26).

Der Einflud auf diea-KGDH-Aktivitdt dagegen stellte sich nicht eindeutdar. Diese
Unterschiede lieRen sich im zweiten Versuchsab#clipurchgang B)nur in geringem
Ausmal} wiederfinden, waren aber jeweils nicht giggmt gegentber der Kontrolle
(Abbildung 28). Im Gegensatz zum ersten Versuclwalis zeigte sich hier allerdings eine
Abnahme den-KGDH-AKktivitdt unabhangig von der Belastung. Eikerrelation zur DON-
Konzentration im Futter zwischen Kontolle und Balag war jedoch nicht statistisch
absicherbar. Ilburchgang Cwurde aufgrund des fehlenden Toxineffektes in Beauf die
Leistung auf diese aufwandigen weiterfihrenden k$athungen verzichtet.
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Tabelle 23 Proteingehalt sowie ALT und a-KGDH-Aktivitditen in der Darmmukosa in
Durchgang A.
Parameter Tag Ls-means [Dosis*Diat] SEM sign. Fakt. p 0,05
wWo W 4000 KaO Ka 4000
TiP* [mg/dl] 28 73,9 54,8 77,0 63,4 4,48 EinfluR d. Toxindos.
ALT [U/1] 28 33,4 53,8 36,2 48,8 5,22 Einflufd d. Toxindos.
aKGDH [U/]] 28 315,0 304,1 354,2 356,2 19,57

*TiP = tissue protein;

Tabelle 24 Proteingehalt sowie ALT unda-KGDH-Aktivitaten in der Darmmucosa in Durchgang B
Parameter Tag Ls-means [Dosis*Diat] SEM sign. Fakt. p <0,05
WO W 4000 W 6000
TiP* [mg/dl] 28 80,5 82,8 69,9 4,27 Einflu3 d. Toxindos.
ALT [U/] 28 38,5 35,9 30,7 3,72
aKGDH [U/]] 28 419,9 372,5 376,9 32,12

*TiP = tissue protein;
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Abbildung 25  ALT-Aktivitat in der Darmmukosa in Durchgang A a' = Trend (p = 0,1168) gegentber
der jeweiligen Kontrolle
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Abbildung 26  Proteingehalt in der Darmmukosa inDurchgang A. a = signifikanter Unterschied zur
jeweiligen Kontrolle
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Abbildung 27  Proteingehalt in der Darmmukosa inDurchgang B a = signifikanter Unterschied zur
mittleren Belastungsgruppe
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Abbildung 28  a-KGDH-Aktivitat in der Darmmucosa in Durchgang B

5.4.3.2 Histologie

Bei der inDurchgang Bdurchgefiihrten histologischen Untersuchung aushkesvaTiere (je

2 Tiere aus DON;; 0 bzw. DON4; 6000) wurden Verdnderungen im Fundusteil des Magen
und teilweise auch der Darmschleimhaut gefunder Yderdnderungen stellten sich im
Magen als fokal auftretende Ablésung des Epithedshim zu Abrasionen dar (Abbildung 29,
Abbildung 30).

Im Dunndarm wurden ebenfalls fokal auftretende Abligen der Mukosa, mit Bildung
sogenannter Grinhagenscher Raume, beobachtet. daesibmukosa erschien in diesem
Abschnitten stark 6dematds verdickt. Die beschnebe Veranderungen traten jedoch
unregelmanig und unabhangig von der Toxinkonzeatrauf (Abbildung 31).

In Durchgang Cwurde aufgrund des fehlenden Toxineffektes in Beauf die Leistung auf
diese aufwandige weiterfihrenden Untersuchungezioreet.
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Abbildung 29  Magenfundus Tier 3Durchgang B (Weizen Kontrolle). Farbung HE

l.-‘ (T \ . ‘.; 1, b
Abbildung 30  Magenfundus Tier 13Durchgang B (Weizen 6000 ug DON/kg Futter). Abrasion des
Epithels. Farbung HE
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: ; _ 2%
Abbildung 31  Duodenum Tier 13 Durchgang B (Weizen 6000 ug DON/kg Futter). Ablésung des
Zottenepithels mit Entstehung sog. Grinhagenscher&ime (Pfeil). Farbung HE
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6 DISKUSSION

6.1 Toxin

6.1.1 Gewinnung von reinem Deoxynivalenol

Das in der ersten Periode des Gesamtprojektesp(@mkt A, Gd1z; 2003) zur DON-
Isolierung verwendete Isolat véiusarium graminearurd258(aus der Stammsammlung des
Instituts fur Pflanzenzichtung der Universitdt Hofeim) produzierte bei der erneuten
Anzucht in Reiskultur (Zwischenlagerung auf 2% Msaizakt) leider nur noch geringe
Mengen an 3-Acetyl-Deoxynivalenol (ca. 1 g 3-ADOYI/Reis). Aus diesem Grund wurde
das Isolat DSMZ 4258 aus einer 1995 angelegtenufitdkneu angezogen und Uberpruft.

Die gebildete Toxinmenge lag mit 2,5-3,5 g 3-ADO}l/Reis (HPLC-Bestimmung nach

Extrelut-Extraktion eines Rohextrakt-Aliquotes) iggfligig unter den in der ersten Periode
beobachteten Ausbeuten. Mit fortschreitender Inkobhadauer (>10 Tage) wurde das
gebildete 3-ADON verstarkt zu Deoxynivalenol (DOdnhgewandelt und auch der Anteil

storender weiterer Komponenten stieg Uberpropati@m. Aus diesem Grund wurde die
Inkubationszeit (Reis-Kultur) entgegen den Erfalgem aus der ersten Periode (Teilprojekt
A, GOT1z, 2003) von 14-15 Tagen auf 9-10 Tage begrenzt.

Uber einen langeren Zeitraum auf Malzextraktagéaggete bzw. haufig tberimpfte Kulturen
von Fusarium graminearumiverlieren” ihre Fahigkeit groRe Mengen an 3-AD@Nbilden.
Demgegeniber scheinen sich Kulturen, die auf néifestnen Medien (z. B. Erdkulturen)
Uberdauert wurden, diese Eigenschaft zu erhaltesr. 8m Ansatz grof3erer Chargen
(Reiskulturen) mufl das Toxinbildungsvermégen deswerdeten Isolates daher in
regelmaRigen Abstanden Uberprift werden.

Eine erste Aufreinigung des Rohextraktes erfolgtecld flussig-flissig-Extraktion mit
Ethylacetat in Scheidetrichtern. In Abhéangigkeits deerwendeten Isolates und der
Inkubationsdauer entstehen hierbei mehr oder westgeke Emulsionen.

Die gegeniber einer Extrelut-Extraktion um bis B%o3niedrigere Ausbeute mufite aufgrund
des hohen Materialpreises und der grol3en bendtligesrge an Extrelut in Kauf genommen
werden. Aufgrund der Wiederverwendung des regertenidonentauschermaterials konnten
die Verluste bei der Hydrolyse des 3-ADON zu DON aanter 10 % gesenkt werden
(ALTPETER et ROSSELT, 1994, lAUBER et al.; 1997).
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6.2 Futter

6.2.1 Futterzusammensetzung

In einer dieser Untersuchung vorausgegangenen tAnagde bereits eine halbsynthetische
Diat mit Zusatz von reinem DON verabreicht(tz; 2003). In dieser Studie sollte erstmals
ein getreidefreies - und damit praktisch toxinfseie mit einem natirlich kontaminierten
Futter verglichen werden, um aus dem Versuch enhalDaten in die bestehende Literatur
einbetten zu kodnnen. Hierdurch sollten aussageg§eafDaten Uber ausschliel3lich DON
zuzuordnende leistungsmindernde Effekte erhaltedaeve

Im Gegensatz zu den Erhebungen bei Getreide wubgerKartoffeln, welche mit dem
Erreger der Trockenfaule(F. sambucinuin infiziert waren, bislang ausschlie3lich
Kontaminationen mit Diacetoxyscirpenol (DAS) gefend Andere Trichothecene der
Gruppe B konnten hier bislang nicht nachgewiesenrdere (ELNER; 2002,

ScHuULTZ et al.; 2007).

Zur besseren Vergleichbarkeit der Futtermischungemde deren Zusammensetzung so
konzipiert, dal3 lediglich der Weizen in der getedidien Futtervariante durch entsprechende
Kartoffelanteile ersetzt wurde, ohne dass gravigekt/nterschiede in den prozentualen
Anteilen der Ubrigen Futterkomponenten in Kauf ganmen werden mussten. Geringe
Differenzen in den Nahrstoffgehalten wurden tokrie

6.2.2 Weender Futtermittel-Analyse

Tatséachlich entsprachen sich die Rohnahrstoffgehaltlen beiden Futtervarianten (Weizen,
getreidefrei) nicht exakt sondern wiesen v.a. inotéingehalt, Rohfett- und Starkeantell
Unterschiede auf (Tabelle 9). Diese Abweichungerrewajedoch gering und fir das
angestrebte Untersuchungsziel unter den dargeleéggeimgungen (es wurde jeweils eine
zugehorige Kontrollgruppe mitgefuhrt) sowie bei aehtung der Gesamtentwicklung der
Tiere zu vernachlassigen.

Der geringgradig hohere Gehalt an Fett (XL, HCitFeind Starke in der getreidefreien
Mischung hat sich nachweislich nicht bedeutend ier dGewichtsentwicklung

niedergeschlagen. Lediglich bei restriktiver Futseabreichung urchgang A zeigten die

.Kartoffeltiere* eine etwas bessere Entwicklung Bezug auf Endgewicht und tagliche
Zunahme, was jedoch statistisch nicht belegt wekdemte.

Dieser diatetisch bedingte Unterschied wird erstaak libitum-Futterung signifikant, was
einerseits den direkten Vergleich der Futtervagantuund andererseits den Vergleich
naturlicher Kontamination mit labortechnisch reinefoxinzusatz erschwert. Die
Untersuchung muf3te sich daher auf die Erstellungrddosis-Wirkungsbeziehung von DON
auf Leistungsparameter (LM, LMZ, FA) innerhalb eif@ttervariante beschranken.
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Zur Verifizierung, welche EinbulRen eindeutig auf ®@uriickgefiihrt werden kénnen, wurde
eine getreidefreie Futtermischung entwickelt, dah s sollte der Bezug zur Praxis erhalten
bleiben - nicht zu sehr von einer normalen Ratioterscheiden durfte. Ein derartiges
Konzept ist in der Literatur bislang nur einmal ddeseben, wobei hier ausschlie3lich eine
synthetische Ration verabreicht §&; 2003) wurde. Um die ermittelten Daten jedoch in
bisherige Erkenntnisse einbetten zu koénnen, mulf$te eatirliche Vergleichsmischung
(unbelastet/kontaminiert) gegenubergestellt werden.

Die beobachteten, grundsatzlich unterschiedlicheifekie von DON aus naturlich
kontaminiertem Material und dem reinen Toxin lassah durch die hier auftretetenden
Abweichungen in den Rohnahrstoffgehalten der Auggeaischungen nicht erklaren.

6.2.2.1 Aminosauren

Die Proteinversorgung der Tiere kann bei den hierwendeten Futtermischungen als
reichlich angesehen werden. Auch die von der DLGorderten Aminosaurengehalte/-
verhaltnisse waren in beiden Futtervarianten @rflithbelle 27).

Der Lysingehalt war in der getreidefreien Futtexchisng durch den Eintrag Uber die
Kartoffel deutlich héher als in der Weizenmischueiches gilt auch in weit geringerem
Ausmal’ fur den Gehalt an Methionin und Cystin (Tlalie4). Hiermit |&R3t sich aber nicht die
bessere Gewichtsentwicklung der getreidefrei gefigh Tiere inrDurchgangA erklaren, da
der Optimalbedarf bei beiden Varianten abgedecktdews Dennoch zeigte sich in der
Auswertung hier ein gewisser Einflu der Diat.

Die Unterschiede in der Gewichtsentwicklung ersateve zwar den Vergleich der beiden
Diatgruppen, aber durch das Mitfihren einer Kotgrdh jeder Diatvariante war der
ursprungliche Versuchsansatz, natirlich im Getregébildetes DON mit dem kinstlich
synthetisierten, reinen Toxin vergleichen zu konmath immer gegeben.

6.2.2.2 Vitamine

Eine bedarfsgerechte Versorgung mit allen Vitamiferch Vitamin B1, B6 und B12) war
durch die Eintrdge UUber die Rationskomponenten,bessnde von Molke- und
Magermilchpulver gewahrleistet.

6.2.2.3 Mineralstoffe und Spurenelemente

Mit 14,8 bzw. 6,5 g lagen die Gehalte an KalziumvbPhosphor (Tabelle 12) tber bzw.
unter den empfohlenen Mengen fur Schweine. Ein g@wiKalziumiberschuld wird jedoch in
diesem Zusammenhang ohne Nachteile kompensierth Aler kurze Versuchszeitraum
relativierte diese Abweichung.
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Das nicht den Empfehlungen der DLG entsprechendbaifeis der beiden Mineralstoffe in
der Futtermischung (1,1 bis 1,4:1) wurde aufgrued klrzen Versuchszeit und zugunsten
des neuartigen Versuchskonzeptes in Kauf genomimen.ausreichende Aufnahme der
taglich erforderlichen Mend@&beider Mineralstoffe war trotzdem gewahrleisteie sich aus
den taglich aufgenommenen Futtermengen ableiteh BBneben liel3 sich trotz der
diesbezuglich nicht optimal gestalteten Ration keggativer Einflul3 erkennen.

Eine Beeintrachtigung der Schmackhaftigkeit durelm thohen Calziumcarbonat-Gehalt im
Futter war nicht festzustellen, ebenso liel3 sicm&kenegative Korrelation zwischen den
taglichen Zunahmen und einem zu weiten Ca/P-Varisdlermitteln. Die Tiere zeigten
wahrend der gesamten Versuchszeit keine Krankingifseinungen, insbesondere
hinsichtlich eines erhdhten Kolienterotoxamie-Risik aufgrund eines erhéhten
Calziumcarbonat-Angebotes im Futtet ORAIT et BCKHARDT; 1997).

Anhand der erfal3ten Daten zu Futteraufnahmen ugegskanahmen lal3t sich ein negativer
Einflu3 durch das kurzfristige Calziumiberangehasahlielen. Die Entwicklung der Tiere
war als gut bis sehr gut zu bezeichnen und entsp@en Forderungen in einem
herkbmmlichen  Mastbetrieb. Desweiteren unterlagenle aTiere den selben
Futterungsbedingungen, sodald die Verschleierunger eiavt. Toxinwirkung durch
Futterungseffekte ausgeschlossen werden konnte.

6.2.2.4 Futterkonsistenz

Aufgrund der Verwendung von Kartoffel-Instantpulwerder getreidefreien Diatvariante war
die Moglichkeit der Pelletierung und damit aucheeifereinfachung der Futterverabreichung
nicht gegeben. Dariber hinaus ist bei der Pelletgdurch die einwirkende Hitze wahrend
des Herstellungsprozesses immer mit nicht vorheesag Toxinverlusten im fertigen Futter
zu rechnen. Hinzu kommt, dass die eingesetzte Restgnz Deoxynivalenol einerseits
extrem teuer in der Anschaffung, andererseits selfwandig in der Herstellung ist. Ein

unkalkulierbarer Toxinverlust in der Futtermittelstellung war somit nicht vertretbar.

Erwahnt sei unter diesem Gesichtspunkt auch eindenpelle Gefahrdung der
Versuchstechniker aufgrund der unvermeidlichen [Satwicklung sowohl bei der
Herstellung der Futtermischungen als auch bei j&déterung an sich. Die hier eingesetzte
Flussigfutterung erlaubte eine genaue ZudotierusrgTebxinmengen aus der Stammldsung,
gewahrleistete eine zlgige Futteraufnahme und Bimemierung der Staubentwicklung
(Verhinderung der Staubverluste).

Die gewahlte Ftterungstechnik erfillte die Anfordegen der Studie und entsprach dartber
hinaus auch den Entwicklungen in der damaligen &aethaltung.

13 die erforderliche Tagesmenge betréagt ca. 8 g teeef mit 15 kg KM bzw. ca.12 g bei Tieren mit 25 kM
(JEROCHEet al.; 1999)
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6.2.3 Toxingehalte der Futterhauptbestandteile und dentschungen

Der hohe Toxingehalt des schwach inokulierten WesZié(3t sich daraus erklaren, dass fur
den Anbau dieser Weizencharge lediglich ein Standut VVorfrucht Mais zur Verfiigung
stand. Selbst im unbelasteten Weizenschlag warenggeMengen DON enthalten (Tabelle
13). Allerdings ist die vollstdndige Vermeidung esnFusarienbefalls in der Natur nahezu
unmaglich.

Die Infektion der Pflanze findet meist zum Zeitptirder Bllite statt, insbesondere bei
feuchtwarmer Witterung. Aber auch eine InfektiommvBoden aus, tber Chlamydosporen, ist
maoglich. Da es sich sowohl um teil- als auch vatsynische Halminfektionen handelt, kann
man von einem standorttreuen Ausléser fur Fruapghkrankheiten sprechen. Dieser Umstand
erklart auch den oftmals unwirksamen Einsatz vonBiiitezeit ausgebrachten Fungiziden
(LUHMANN; 2006, ®HLUTERet al.; 2006). Damit ist auch eine Kontaminatiorit rmen
gebildeten Toxinen unumganglich, was letztlich audas Interesse an einer
Kombinationswirkung dieser Substanzen mitbegrintetbesondere Co-Kontaminationen
von DON und ZEA sind in der Regel in Weizen abestaim Mais zu finden (EFSA; 2004a &
b).

Wie gezeigt werden konnte, liegen héaufig die Gehath DON und ZEA im Weizen oder
daraus hergestellten Produkten (Mehl, Brot, Nudélp¢r den erlaubten Grenzwerten flr
diese Substanzen, wobei Getreide und getreidhaflghrungsmittel aus 6kologischem
Anbau (auBBer Nudeln) haufig geringere Gehalte aighme als jene aus konventioneller
Landwirtschaft (8HOLLENBERGERet al.; 2002, S8HOLLENBERGERet al.; 2003).

Die im geplant unbelasteten Getreide nachweisbio&ime T-2 und HT-2, zeichnen sich vor
allem durch die zehnfach hohere Toxizitdt ausa@NTA et al.; 1999, SCF; 2002). Die

ermittelten Gehalte an T-2 Toxin im nicht inokulear Getreide entsprachen in etwa der
Toxizitat von 500 pg DON/kg. Den unbelasteten Weizghielten in erster Linie die

Kontrolltiere. Aber es konnten weder bei restrigtivnoch bei ad libitum-Futterung

Beeintrachtigungen der Tiergesundheit oder der @Gasentwicklung durch diese

Kontamination festgestellt werden.

Weiteren Untersuchungen zufolge zeichnet sich dizefioxin durch eine Verminderung der
Futteraufnahme bis hin zur Futterverweigerung aumaus sich vermindertes Wachstum,
auch bedingt durch einen erniedrigten Blutglukomsesy, ableiten [&R3t. Ferner wurden
Entzindungen (Dermatitis) an Nasenrlicken, RiUssalsghund an der Lippenkommissur
festgestellt (RIEND et al.; 1992, RFAI et al.; 1995). Die bei den ad libitum gefltterten
Gruppen inDurchgang Baufgetretenen Leistungsunterschiede lassen aher dgutliche
Abhé&ngigkeit von der DON-Konzentration erkennenlfi#dung 6).
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Abbildung 32  Gewichtsentwicklung der Kontrollgruppen der Durchgange A, Bund C. Versuchsbeginn
(Tag 0) ist zu Beginn von Woche 3. WK A = Kontrollguppe Weizen in Durchgang A
WK B = Kontrollgruppe Weizen in Duchgang B KK C = Kontrollgruppe Kartoffel in
Durchgang C

Wie auch DNICKE et al. (2005 & 2008) in zwei FutterungsversuchenFarkeln zeigen
konnten, haben so geringe Kontaminationen des #igenals unbelastetes Getreide
eingesetzten Materials keine Auswirkung auf diewkcklung und Gesundheit der Tiere. In
den Untersuchungen zur Detoxifizierung eines komrien Futters mittels
Natriummetabisulfit war lediglich ein Unterschied der Gewichtsentwicklung zwischen
belasteten und unbelasteten Tieren zu erkennen.

Vergleicht man die Kontrollgruppen aurchgang Bund C (Abbildung 32), so laf3t sich
eine geringgradig hohere Leistung der getreidehajefutterten Tiere erkennen. Dieser
Sachverhalt zeigt auf, dass die Kontamination m#- Tind HT2- Toxin tatsachlich
vernachlassigbar war, auch wenn eine evtuelle Béeimtigung der Futteraufnahme durch
diese beiden Stoffe in den Weizen-Kontrollgruppemn adurch das Mitfihren einer pairfed-
Gruppe sicher auszuschliel3en gewesen ware.

Die Kontrolltiere ausDurchgang Bzeigten nicht nur gegentber den beiden Toxingmippe
eine deutlich hohere Leistung, sondern auch gegeniddn Kontrolltieren auBurchgang A.
Die Wachstumskurven beweisen, dass im ersten Alisates FUtterungsregime fur die
nahezu gleichlaufende Entwicklung der restriktifidgferten Tiere verantwortlich war und
nicht die Kontamination des eigentlich unbelastdbew. belasteten Getreides (Abbildung
34).
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Die verwendete Formel zur Rationsberechnung ogdstisich strikt an einem restriktiven
Futterungsregime, da aufgrund des teuren Toxiniesandglichst kein DON durch Vorlage
zu grofRer Futtermengen verschwendet werden sBlileErhohung der Futtermenge pro kg
Lebendmasse in der Berechnungsformel aus Kapi2edt 4var somit nicht ausreichend, um
einer ad libitum Fltterung zu entsprechen.

Den Einflu des Futterungsregimes belegten auckaASTs et DANICKE (2005) in einer
Untersuchung mit parallel gefuhrter restriktiver dunad libitum-Futterung. Die
LeistungseinbufRen waren ebenfalls unter ad libikinterung deutlich groRRer, als bei
restriktiver Fitterung. Dies war mit ein Grund dafdas vorgesehene Versuchskonzept
dahingehend zu andern, dass das Ftterungsregis@thch einer ad libitum-Futterung
entsprach.

Die im zweiten Versuchsabschnibyrchgang B aufgetretenen Effekte zeigen, dass nicht
ausschlieBlich die Konzentration von DON in der t&uwation Einflud auf die
Gewichtsentwicklung der Tiere zu nehmen scheinjdem eventuell auch die absolut
aufgenommene Toxinmenge von Bedeutung sein komite. aber aus Abbildung 33 zu
ersehen ist, lalt sich dieser Unterschied aus delet Versuchsabschnitten nicht durch eine
Abweichung in der aufgenommenen Toxinmenge erklaBerogen auf die Lebendmasse
war bei Restriktivfitterung irDurchgang Adie aufgenommene Toxinmenge annahernd
gleich wie bei ad libitum-Futterung Durchgang B
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Abbildung 33  Aufgenommene Toxinmenge pro kg LM deijeweiligen DON-Gruppen in Durchgang A
und B. W 4000 A = Weizentoxin 4000 ug DON/kg FutteDurchgang A W 4000 B =
Weizentoxin 4000 ug DON/kg FutterDurchgang B W 6000 B = Weizentoxin 6000 ug
DON/kg Futter Durchgang B
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Abbildung 34  Vergleich der Kontroll- und Toxingruppe der Durchgénge Aund B. Versuchsbeginn
(Tag 0) ist zu Beginn von Woche 3. WK A = Kontrollguppe Weizen inDuchgang A WK
B = Kontrollgruppe Weizen in Duchgang B W 4000 A = Weizentoxin 4000 pgDON/kg
Futter Durchgang A,W 4000 B = Weizentoxin 4000 pgDON/kg Futteburchgang B

Die Herstellung eines natirlich kontaminierten érgterfolgte in den bislang durchgefihrten
Studien in der Regel durch Beimischung geringsten§&n hochbelasteten Materials in die
Getreideration (RTTER et al.; 1994, RELUSKY et al.; 1994b). Demgegentber wurde in der
vorliegenden Untersuchung die naturlich kontamtri€etreidemischung nahezu vollstandig
(je nach Toxinstufe bis zu 100 % des Getreideanteilder Endration) aus inokuliertem

Weizen hergestellt. Hierdurch war eine gleichmaBler das gesamte Futter verteilte
naturliche Kontamination sichergestellt.

6.2.4 Fusarinséaure

Uber mdgliche Interaktionen von Toxinen bei Co-Kamination ist noch recht wenig
bekannt. Denkbar wére die unterstitzende Wirkungrezusatzlichen - moglicherweise noch
unbekannten - toxischen Substanz oder aber einemduritr sich untoxischen, jedoch die
DON-Wirkung potenzierenden Metabolits im naturliddntaminierten Material.

Das Ausgangsmaterial und/oder die Endmischungendemurin den vorangegangengen
Untersuchungen zwar regelmalig auf eine Auswahlhtiger Mykotoxine untersucht,
allerdings ist auch dies keine Gewahr fur absoligeinfreiheit. So kann beispielsweise die
Anwesenheit weiterer bekannter oder auch unbekanMgkotoxine, welche nicht
routinemanig erfasst werden, nicht ausgeschlosseden (ABBAS et al.; 1989). Auch der
nachweisliche Einflul3 der DON-Quelle (Mais oder@iete) auf die Wirksamkeit des Toxins
liel3e sich durch eine Beteiligung weiterer Stofidaen.
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Erste konkrete Hinweise auf eventuelle Synergiemeisimen konnten in Untersuchungen
zur Wirkung von DON in Verbindung mit Fusarinsaureim Schwein gesichert werden
(SviTH et al.; 1997). In Anlehnung an diese Arbeit, welokine eindeutige Korrelation

zwischen dem Toxizitatsgrad eines Futters und eaventuell mehrfachen Belastung mit
verschiedenen Mykotoxinen (insbes. Fusarinsdure/Paifzeigte, sollte in der vorliegenden
Arbeit auch geklart werden, inwieweit die unterscliche Wirkung von DON eventuell in

Abhangigkeit seiner Herkunft durch eine mdgliche-Kmtamination mit Fusarinsaure zu
erklaren ist.

Die Mdglichkeit einer Wirkungssteigerung durch dpsmeinsame Auftreten beider Toxine
wird durch die Beeinflussung des zentralen Serot@®haltes deutlich. Ausgangsstoff fur
die Bildung von Serotonin ist Tryptophan, eine eisle Aminoséaure, deren Verflugbarkeit
letztlich die Geschwindigkeit der zentralen Seroteynthese bestimmt. Bei erhdhtem
Tryptophanangebot - z. B. aus der Nahrung - stigizufolge die Serotonin-Syntheserate an
(FORTH et al.; 1992). Die vorFusariumPilzen aus Tryptophan gebildete Fusarinséure
konkurriert mit Tryptophan um dessen Bindungsstelbe Serumalbumin, wodurch es zu
einem Anstieg der freien Aminosaure im Blut kommt.

Fur Trichothecene wird ein ahnlicher Effekt verntuddan nimmt an, dass die toxinbedingte
Proteinbiosynthese-Hemmung in der Leber zu eindtuAmg freier Aminosauren im Blut
fuhrt, welche in einer erhdohten Aufnahme von Trygbian in die ZSF resultiert. Sowohl T2-
Toxin als auch DON fluhrten nach oraler Verabreichnachweislich zu einem Anstieg des
neuronalen Serotonin-Gehaltesm(84 et al.; 2000). Somit scheinen beide Substanzen,
sowohl Fusarinsaure als auch DON, sich unter andedurch Auslosung einer
trichothecenbedingten Hyperaminoacidamie auszumerthDiese geht wiederum mit einem
Anstieg der Tryptophanverfigbarkeit und folglicmesi erhdhten serotoninergen Aktivitat
einher (MITH; 1992, RELUSKY; 1993, RELUSKY; 1994a).

Die zentralen Effekte zeigten sich am deutlichstanMittelhirn (Metencephalon) in der
Region der Briucke (Pons). Hier waren die Tryptopjedualte nach der Verfutterung von
kontaminiertem Material erniedrigt, die Serotoningke dagegen erhoht. Ebenfalls
signifikant erhoht war der Metabolit 5-HIAA, ein dikator flr serotoninerge Aktivitat
(SwITH et al.; 2000).

Allerdings konnte RELUSKY bereits 1994 zeigen, dass selbst hohe Dosen an DégN
I.v./i.g.-Verabreichung nicht zu einer Erhdhung BH T, 5-HIAA oder Tryptophan im Blut
fuhrten. Obwohl DON-bedingte Kklinische Symptome winorexie und Erbrechen
offensichtlich zu Tage traten, waren die Plasmalgelaa Serotonin, seinem Metaboliten und
seiner Vorstufe nicht erhdht und eine Hyperamindéaie konnte somit nicht belegt werden
(PRELUSKY; 1994).
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Ein Synergieeffekt beider Substanzen im Sinne de$finer-Prinzips bleibt dennoch nicht

ausgeschlossen. Es ist durchaus denkbar, dasexigehte Effekt von DON, v.a. im unteren

Konzentrationsbereich, erst bei Anwesenheit eingtaren "Helfer"-Substanz (z. B. FA) mit

sichtbaren Effekten greifen kann. Dieser Ansatzlwimso plausibler, betrachtet man die von
SMITH und Mitarbeitern (1997) ermittelten Daten aus eiRétterungsversuch mit paralleler

Applikation beider Toxine. Beobachtete Leistungbai®en wurden hier in erster Linie dem
Einflu3 der FA zugeschrieben und nicht DON, da Aasmall der Effekte deutlich starker
von den variierenden FA-Gehalten beeinflu3t wuklleiterhin interessant erscheint, dass im
Zuge dieser Untersuchung das haufig eingesetzted®Hauptfaktor fir eine Kontamination

des Futters mit Fusarinsaure identifiziert werdenrie.

Jedoch missen nicht ausschlie3lich synergististfektE bei einer Mehrfachkontamination
resultieren. So zeigte sich bei der simultanen beiahung von DON mit T-2 Toxin
vielmehr eine antagonistische Wirkung von DON aaf2 Toxizitat (SCF; 2002).

Die Fusarinsaurebestimmung in den hier verwend&feizenchargen erfolgte nach einem
halbquantitativen Verfahren, weshalb die Gehalte abschatzbar sind. Aufgrund der
geringen Retention an RP-Material gelingt eine euokende Abtrennung stérender
Matrixkomponenten mit vertretbarem Aufwand derzeiticht. Auffallend hohe
Konzentrationen dieses Fusarientoxins waren alo@t enthalten.

6.2.5 MTT-Test

Um die Gesamttoxizitat der einzelnen FuttermitteAbhangigkeit des naturlichen (Weizen)
bzw. kunstlichen (getreidefrei) Toxingehaltes zareltkterisieren, wurden MTT-Tests durch-
gefuhrt (Prof. Gareis, BAFF Kulmbachagels; 2006). Durch Vergleich der Zytotoxizitat in
Abhangigkeit des DON-Gehaltes sollten weitere, muntdmstanden im natdrlich
kontaminierten Material vorhandene, toxische Sutzsta summarisch erfal3t werden.

Der um Faktor 10 geringer mit Konidien belasteteia&ie reagierte Uberraschenderweise
deutlich toxischer, was aber bei Betrachtung dgrehirigen DON-Gehalte plausibel wird.
Die stark inokulierte Weizencharge (MTT3) wies @200 ug DON/kg deutlich geringere
Toxingehalte auf als der schwach inokulierte Wei@dmT2) mit 12000 ug DON/kg. Fur das
Verschneiden des Getreides zur Erstellung der Hmdfoischungen mit entsprechenden
Gehalten an naturlichem DON spielte dieser Saclaerbllerdings keine Rolle, da
letztendlich die mittels GC/MS-Analyse ermitteltefioxinkonzentration im Getreide
Grundlage fir die Mischungsverhaltnisse waren.

Zunachst war vorgesehen, die eingesetzten Futtemomgen (nattrlich kontaminiert bzw.
reiner Toxinzusatz) jeweils hinsichtlich ihrer Zigwizitat zu untersuchen.
Wirkungsunterschiede zwischen den beiden eingesefaixinformen, wie sie in bisher allen
in vivo-Studien gefunden wurden, sollten dahingehend &lidgewerden, ob eventuell die
reine Substanz eine andere Toxizitat aufweistradsiitliches" DON.
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Ferner sollte die Toxizitatsprifung einen Beweisdigé Wirksamkeit des reinen DON vitro
liefern. Aufgrund der sonstigen FutterinhaltsstofftMagermilch-/StufZmolkenpulver,
Kartoffeleiweild/-starke, Cellulose und Mineral-\fiian-Mix) ergab sich jedoch bereits eine
Toxizitat der Extrakte ohne Toxinzusatz (sog. Mafiekt) gegenlber den verwendeten
Zellen bis zur Verdiunnungsstufe 5 bis 6. Bei degart Matrixeffekten muf3ten rechnerisch
die DON-Werte bei >32 mg/kg im Material vorliegem Uberhaupt einen Toxineffekt sehen
zu konnen.

Ein von DON ausgehender Effekt konnte somit niclehmbeobachtet werden bzw. wurde
durch die "Eigentoxizitat" der Matrix Uberdeckt. ¢ueine weitere Uberprifung mit den

reinen Extrakten der Hauptkomponenten (Kartoffelpulbzw. Weizen) ergab fur das reine
Kartoffelbreipulver leider eine zu hohe Eigentotdrigegentber den verwendeten Zellen. Ein
maoglicher DON-Effekt war im verwendeten Testsystamicht prifbar.

6.3 Tierexperimentelle Untersuchungen

6.3.1 Versuchsaufbau

Im Vordergrund stand die Erstellung einer DosisRdimgsbeziehung fir das Fusarientoxin
DON, welche durch Kurzzeitversuche, unter paralldélerabreichung einer "nattrlichen”
(Getreidemischung) und "synthetischen" (getreidefitdischung) Diat, aufgestellt werden
sollte.

Die ersten Durchgange sollten im Sinne einer Oeembigsstudie der Abschatzung eines
Konzentrationsbereiches dienen, ab dem die Leisféhggkeit der Tiere, gemessen an der
Gewichtsentwicklung, beeintrachtigt wird. Zu dies@meck wurde eine Gruppengrdf3e von
mindestens funf Tieren gewdahlt, um die daraus hgelenden Ergebnisse statistisch
auswerten zu kbénnen (IBNERet al.; 1992).

Aus Griunden des Tierschutzes muldte die Anzahl desuéhstiere so gering wie moglich
gehalten werden. Trotzdem konnten die Untersuchungeauch wegen technischer und
baulicher Gegebenheiten (Stallkapazitat) - nicht @mem einzigen Durchgang mit
verschiedenen Toxinstufen parallel durchgefuhrtdear Der Versuch war deshalb so zu
konzipieren, dass, ausgehend von einem relativ rhof@xingehalt, im ersten
Versuchsabschnitt (4000 ug DON/kg burchgang A ein Effekt in beiden Futtervarianten
sicher zu erwarten war. Dieses Konzept wurde ddiehsimultane Verabreichung sowohl
einer natdrlich kontaminierten, als auch einer agdéfreien Toxinration gegen die
entsprechenden Kontrollgruppen umgesetzt.

Um eine exakte Dosierung des reinen Toxins gewdtele zu konnen, war die Zuteilung
einer definierten Futtermenge erforderlich. Dalmdlites so wenig Reintoxin wie mdglich tber
Futterreste verloren gehen und gleichzeitig diekex&rmittlung der Futter- und damit der
Toxinaufnahme pro kg Korpergewicht sichergesteditaen.
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Die Futterrationen waren mit ca. 5 % der kM so bemessen, daR sie annahernd einer ad
libitum Futterung entsprechen sollte AfDCKE et al.; 2003). Die limitierte Futterung ergab
jedoch zu geringe Gewichtsunterschiede, weshalb wapringliche Versuchskonzept
angepaldt werden musste.

Fur die weiteren Durchgange war nun eine deutlicfwandigere tatsachliche ad libitum-

Futterung vorgesehen. Es wurde den Tieren zun&uhstiibergro3e Futtermenge vorgelegt
und ein Zeitrahmen zur Futteraufnahme festgelegtclb Rickwaage und Trocknung der
Futterreste wurde die tatséchlich aufgenommeneifagnge berechnet.

Diese Anderung in der Futterverabreichung machtertesderlich, zunachst sichere Daten
hinsichtlich der Futteraufnahmekapazitat zu erdmitedamit die Menge des bendétigten
Reintoxins abgeschatzt werden konnte. Somit wuate Rfogramm zunachst ausschlief3lich
mit naturlich kontaminiertem Material und zwei usihiedlichen Toxinstufen fortgesetzt.
Nach den Ergebnissen dieses Abschnitts wurde darselde Versuch mit neuen Tieren, der
getreidefreien Diat und DQMN, wiederholt. In beiden Durchgangen wurden entspmeda
Kontrollgruppen mitgefuhrt.

Die aus diesen drei Versuchen erhaltenen Ergebn&géen bereits auf, dass eine einfache
Dosis-Wirkungsbeziehung nicht ohne weiteres auéiiesterden konnte, da in Abhangigkeit
der Darreichungsform unterschiedliche Effekte dtrzmeurden. In Durchgang D wurden
hierzu kausalanalytisch ausgerichtet®itro-Versuche durchgefihrt.

6.3.2 Tiere und Haltung

Es wurden auschliel3lich méannliche kastrierte Tuemgvendet, da diese nach Angaben aus der
Literatur empfindlicher reagieren als weibliche w©denicht kastrierte Ferkel
(RoTTEREL al.; 1995). Daruiber hinaus wurden die Tiereaner moglichst geringen Anzahl
von Wiurfen ausgewahlt um die genetische Variatmmgering als moglich zu halten. Durch
die Bereitstellung getreidefreien Bei- bzw. Absetidrs konnte ein Kontakt mit
Trichothecenen vor Versuchsbeginn weitestgehengesoblossen werden.

Wahrend das Absetzen der Tiere im ersten Versushbalit Durchgang A zeitgleich mit
der Umstallung stattfand und bei allen Tieren Dtaltlauftrat, erfolgte das Absetzen in den
beiden nachfolgenden Durchgang@&uichgang B, ¢ noch im Erzeugerbetrieb. Die Tiere
verblieben somit eine Woche langer im Abferkelstdie Adaptationszeit im Versuchsstall
verkurzte sich um eine Woche.
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Der Absetzvorgang beim Ferkel ist ernahrungsphggisth immer mit Stress verbunden. Die
intestinale Enzymausstattung der Ferkel geht beiGkburt mit einer hohen Laktase- und
Lipaseaktivitat einher, wohingegen die Aktivititeon Amylase und Proteinasen (Trypsin,
Chymotrypsin) als gering zu bezeichnen sind. Dialdie letztgenannten Enzymgruppen
steigen erst mit zunehmendem Alter an.

Durch das Absetzen und den damit verbundenen Sta@d die Aktivitat der
Verdauungsenzyme kurzfristig soweit abgesenkt, dass zum Auftreten von
Durchfallerscheinungen kommen kann. Eine weiterehtige Rolle spielt hierbei auch die
pH-Absenkung im Magen sowie Verdauung und Dickdarméntation. Sie werden durch
Proteine und basische Mineralstoffe im Futter (Bwiihg der Magensaure) mit beeinfluf3t. Die
erniedrigte Ausschuttung von Verdauungsenzymennigé@inen erhohten Proteinumsatz im
Intestinum, wodurch vermehrt vergarbares SubstnabDickdarm anfallt, welches zum sog.
Absetzdurchfall fuhrt.

Allerdings sind die Adaptationsvorgange im Ferkatd&on komplexer Natur und gehen tber
eine reine Enzymaktivitatsanpassung hinaus. Dastinale Milieu (Futterkeimgehalt, hoher

exogener Keimdruck) und die Funktion der resorl@egh Oberflache sind ebenso von
Bedeutung wie die mikrobielle Besiedlung. Weitene(3férdernde Faktoren, wie Trennung
von der Mutter, Umstallung, Anderung von Futterungsd Tranketechniken verscharfen die
Situation beim Absetzen noch zusatzlich. Da auehafigebotene Futtermenge eine Rolle
spielt, sollten Ferkel beim Absetzen streng resirigeflittert werden ERocHet al.; 1999).

Durch die zeitliche Trennung von Stallwechsel unttérumstellung sollte die Belastung der
Tiere auf ein Mindestmal’ reduziert werden und dalmitDurchfallproblematik in den ersten
ein bis zwei Wochen der Adaptationsphase umgangedes. In der Praxis zeigte sich der
gewulnschte Effekt leider nicht, bei allen Ferketn allen Durchgangen trat nach der
Einstellung in den Versuchsstall Durchfall auf. Alsewohl die Symptomatik, als auch das
Fehlen weiterer Krankheitszeichen (Inappetenz,dfiefypathie) lie3 annehmen, dass in erster
Linie die Adaptation an die neue Umgebung sowie dig stallspezifische Flora flr den
aufgetretenen Durchfall verantwortlich zeichnete.

6.3.3 Gewichtsentwicklung (Lebendmasse, Lebendmassezg)ahm

Als Hauptparameter zur Messung erster Toxineffektdten Gewichtsentwicklung und
Futteraufnahme dienen. Die individuelle Kdérpermadse einzelnen Tiere unterlag aber
bereits zu Beginn jedes Versuchsabschnittes, ungih&om Zeitpunkt des Absetzens und
Umstallens, einer relativ grof3en Variation (Tab&Hg.

Wahrend inDurchgang A vermutlich aufgrund des restriktiven Fitterungsrees, die
Abweichung der Einzeldaten vom Mittelwert noch tielakonstant blieb, kam es unter
ad libitum-Fatterung in den nachfolgendearchgéngen BundC zu einer deutlich stéarkeren
Auseinanderentwicklung der Einzelgewichte.
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Hohere Streuungen und eine dadurch bedingte Vetischhg der erwarteten Toxineffekte
wurden wahrend des gesamten Versuches offenkuidends, die sich bei graphischer
Darstellung der mittleren Gewichte in den Diatgreipperkennen lie3en, waren vielfach
aufgrund der hohen Standardabweichung nicht skgmifi Die Ursachen hierfir sind zum
einen in der verwendeten Tierzahl, in entscheidenddalle jedoch in der fehlenden
Standardisierbarkeit der Individuen zu suchen.

Betrachtet man allein die Gewichtsentwicklung demnifolltiere sowie der mit
4000 ug DONa/kg belasteten Tiere, so wird der EinfluR des FKFrdtgmes deutlich
(Abbildung 35). Selbst die hochbelasteten Tiere Buschgang Bzeigten eine deutlich
bessere Entwicklung, als die restriktiv gefutteriégre inDurchgang A

Diese Ergebnisse decken sich mit den UntersuchungeiGoYARTS et DANICKE (2005), bei
denen ebenfalls in einem vergleichenden Versudhkig und ad libitum gefiuttert wurde.
Auch in den taglichen Zunahmen wurde im ersten Marsabschnittiurchgang A zunachst
nur ein Trend hinsichtlich einer toxinbedingten Zochsminderung (v.a. getreidefreie
Gruppe) sichtbar.

Betrachtet man die mittleren Anfangs- (Tag 0) umdigewichte (Tag 28), ergibt sich in der
Belastungsgruppe jeweils ein Unterschied von 118%6(kg Gesamt-LMZ in Kontrolle, 12,4
kg Gesamt-LMZ in der Belastungsgruppe) in der niatiilkontaminierten Futtervariante bzw
sogar von 12% (14,8 kg Gesamt-LMZ in Kontrolle, 33g Gesamt-LMZ in der
Belastungsgruppe) in der getreidefreien VariantemuReintoxinzusatz. Aufgrund der hohen
tierindividuellen Streuung (insbes. Kontrolle) ireindung mit der geringen Tierzahl war
jedoch eine statistische Absicherung nicht méglich.

Im weiteren Verlauf dagegen liel3 sich ausschliéfiic der Weizengruppe ein tendenziell
vermindertes Wachstum beobachten. Die grol3temdieiduellen Unterschiede fielen in der
getreidefrei gefltterten Gruppe mit teilweise extraiedrigen taglichen Zunahmen auf
(Tabelle 30 Tier 3, 15, 20). Derartige Ausreil3eremaallerdings nur sporadisch und ebenso
in der Kontrollgruppe zu finden, wodurch ein Zusaemmang mit der DON-Konzentration im
Futter unwahrscheinlich wird. Eine Beteiligung arede innerer (Tiergesundheit) und/oder
aulRerer (Haltungs- u. Umweltbedingungen) Faktorerdesnicht offensichtlich.

Die ermittelten Zuwachsraten lagen selbst bei itestem FutterungsregimeDurchgang A,
sowohl in der Kontroll-, als auch in der Belastuyrgepe im oberen Bereich der zu
erwartenden Werte (Tabelle 14), so dass insgesamter u den gegebenen
Versuchsbedingungen und unabhangig von einer Telastung von einer hervorragenden
Entwicklung der Tiere ausgegangen werden kann.
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Abbildung 35 Gewichtsentwicklung der mit Weizen gaditterten Tiere aus Durchgang A (DG A,
restriktive Futterung) und Durchgang B (DG B, ad. lib. Futterung). WK A/B: Weizen
Kontrolle Durchgang A/B W 4000 A/B: DON,; 4000 pg DON/kg Durchgang A/B
W 6000 B: DON,4; 6000 pg DON/kg DG B

Die Futteraufnahme erschien in beiden Diat-GrupgipgdN,a/ DONein) abhangig vom DON-
Gehalt vermindert, wenngleich auch hier, aufgrued libhen tierindividuellen Streuung die
Unterschiede nicht signifikant waren, sondern rarTaends angesprochen werden kdnnen.
Insgesamt wurde bei Getreidefitterung eine etwasdre Entwicklung der Tiere hinsichtlich
Futteraufnahme (v.a. Versuchswoche 2 und 4) und hétam resp. Korpermasse
augenscheinlich (Tabelle 27). Wahrend, bezogendeufutteraufnahme, die Daten relativ
dicht beieinander lagen, kam es bei der Ermittldes Futteraufwandes (kg Futter/kg
Zuwachs) durch die eingehenden Werte aus den h&gliZunahmen wiederum zu einer
grof3en Varianz. Auch hierbei kbnnen die Ausreilddgraind ihres sporadischen Auftretens
nicht eliminiert werden (Tabelle 31).

Trotz der relativ schwankenden Werte lal3t sich ieidén Futtergruppen unter
Toxineinwirkung eine tendenziell schlechtere Fwiewertung feststellen. Dies widerspricht
Aussagen anderer Autoren, welche, z. T. in paidatersuchungen, mit steigender DON-
Konzentration offensichtlich eine bessere Futteregtung verzeichnen konntengBcs® et
al.; 1992, BTTER et al.; 1994, @ERNES et al.; 1997), wodurch eine Erholung der behardelt
Tiere im weiteren Versuchsverlauf erklart wurde.
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Durch die Versuchsanordnung sowie die Art der Aaliishg (Einzelboxen) und Ftterung
fallt ein Futterverlust, wie von anderen Autorestfgstellt, hier nicht ins Gewicht. Dennoch
ist bei Trogfutterung auch immer mit einem gewisBatterverlust zu rechnen, da Ferkel sich
oftmals regelrecht durch den Trog wihlen. Die aogmte Futtermenge wird somit nicht
komplett aufgenommen, sondern ein Teil kann schilieg verloren gehen, was sich
wiederum in einem scheinbar erhéhten Futteraufwaiedlerschlagen kann @SBARTS et
DANICKE; 2005).

Nach Auswertung der Ergebnisse konnteDurchgang Aweder reines DON, noch DON
naturlichen Ursprungs eine signifikante Beeintrightg von Futteraufnahme und
Gewichtsentwicklung auslésen. Die Ursache hierfir wohl zunéchst hauptsachlich im
restriktiven Fitterungsregime zu suchen.

Ahnliche Ergebnisse wurden bereits in einem Fimtgsuersuch mit NIV (5 mg/kg Futter)
beim Schwein beobachtet. Hier wurde dies zunaoklisiTdtsache zugeschrieben, dass NIV,
im Gegensatz zu DON, in erster Linie unverandedritbe Faces ausgeschieden wird und
evt. Uber eine adaptierte Darmflora deepoxidied damit detoxifiziert worden ist. Durch
diesen Vorgang konnten die in der Literatur bestianen Erholungsphdnomene erklart
werden (HEDMAN; 1996).

Das Futteraufnahmevermégen der Tiere wird durcHene& Faktoren beeinflut wie
Stallverhéltnisse, Futterbeschaffenheit und letatiauch durch das Tiermaterial selbst. Die
normalerweise bei freier Futterverfligbarkeit vorulgischweinen im Gewichtsabschnitt von
20-30 kg aufgenommene Futtermenge liegt in etwadvan 1100 und 1600 g pro Tier und
Tag (KRCHGERNER 1997). Die Futteraufnahmen in diesem ersten \éfrslagen
durchschnittlich knapp unter 1100 g. Das Ziel, ¥gd der maximalen Futtermenge, welche
vollstandig aufgenommen wird, konnte erfillt werd®as Futterungsregime entsprach aber
einer restriktiven Futterung, obwohl die dem Mastdinitt entsprechenden Zunahmen die
gute Entwicklung der Tiere belegen.

Obwohl die Menge des vorgelegten Futters reichiiemessen war, blieb zu vermuten, dass
sie von Tieren der Belastungsgruppen gerade ebeim vallstandig aufgenommen werden
konnte, die Futteraufnahmekapazitat der Kontra#tipdoch noch nicht erreicht war. Eine
divergierende Entwicklung der Gewichte wurde hiectuzwar unterdrtickt, ein evt. bereits
einsetztender Toxineffekt jedoch méglicherweiserdbekt.

Eine verminderte Futteraufnahme spiegelte sich amckrel3verhalten der Tiere wider. So
bendtigen Tiere bei Vorlage einer kontaminiertetidtadeutlich langer fur die vollstandige
Aufnahme der Futtermenge. Wéahrend Tiere aus einetriligruppe etwa 85% des Futters
bereits innerhalb der ersten Stunde nach Vorlag&kdgon aufnahmen, wurden dagegen bei
Vorlage eines kontaminierten Futters in der selbeibnur ca. 39% der Ration aufgenommen
(GoYARTSs et DANICKE; 2005).
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Um diesem Sachverhalt nachzugehen, wurde das \lsisoiezept im nachfolgenden
DurchgangB durch Umstellung auf eine ad libitum Futterung ifineert. Gleichzeitig sollte
die Wirksamkeit des im nattrlich kontaminierten Wi analytisch nachgewiesenen DON
in vivo abgeklart werden. Zu diesem Zweck wurde der Védrgumachst nur unter Einsatz des
naturlich kontaminierten Materials fortgefiihrt.

Dieses Vorgehen war fir die Konzeption weitererdbgénge unabdingbar. Einerseits wurde
mit 6000 pg DONa/kg Futter der maximal erzielbare DON-Gehalt in d@rdmischung
(=12.000 pg DON/kg Getreide) auf seine Wirksamkeitivo geprift, zum anderen war dies
auch, laut Versuchsantrag, die vorgesehene Hochgenelie in diesem Versuchvorhaben
Uberhaupt getestet werden sollte und damit geneiwaig

Die im zweiten VorversuchDurchgang B geringgradig hoheren Anfangsgewichte (Tabelle
14) erklaren sich durch das modifizierte Vorgehainb Absetzen. Hierdurch wurde die
gemilderte Stressituation beim Stallwechsel deutliauch wenn sich das Auftreten des
Durchfalls durch diese MalRnahme nicht umgehen lral$5egensatz zDurchgang Awaren

in Durchgang B abhangig vom DON-Gehalt, deutliche Unterschiede der
Gewichtsentwicklung zu verzeichnen.

Mit Verabreichung der ersten kontaminierten Rationar der Appetit sichtlich herabgesetzt,
die taglichen Zunahmen deutlich reduziert. Die Zuman der hochbelasteten Tiere
(6000 ug DONa/kg Futter) waren bereits in der ersten Woche dexiriexposition im
Vergleich zur Kontrolle signifikant niedriger. Auche Tiere der mittleren Belastungsgruppe
(4000 pg DONafkg Futter) zeigten deutliche, wenn auch, aufgrumér hohen
tierindividuellen Streuung, nicht signifikant vemmdierte Endgewichte.

Betrachtet man die Einzeldaten, so wird deutlic3 durch teilweise extrem schwankende
tagliche Zunahmen einzelner Tiere hier eine holamd&irdabweichung zum Tragen kommt,
wobei es sich bei den Ausreil3ern nicht kontinuerlum die selben Tiere handelt (Tabelle
33).

Zu ahnlichen Ergebnissen kamen auciHB et Razzazi (2003) in einem Fltterungsversuch
mit Schweinen. Erstaunlicherweise zeigten in died&@rsuch besonders kleine Ferkel, die
kurz nach dem Absetzen mit hohen DON-Gehalten tstlasurden, kurzandauernde
leistungssteigernde Effekte.

Es war offensichtlich, dass das analytisch nachggarie Toxin tatsadchlian vivo wirksam
war und mit dem inokulierten Weizen durchaus eistimgsmindernder Effekt provoziert
werden konnte. Aufgrund dieser Ergebnisse wurdéfogend der dritte Versuchsabschnitt
(Durchgang @ analog unter Verwendung von Reintoxin in getregler Futtermischung bei
ad libitum-Fatterung durchgefuhrt. Effekte hinslait einer DON-Wirkung waren hierbei
allerdings nicht festzustellen. Die geringen Tremusler Gewichtsentwicklung erscheinen
aufgrund der hohen Standardabweichung bei ad tibRitterung sogar geringer als in
Durchgang A
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Die Wirkungsunterschiede der beiden Toxinvarianggklaren sich mdoglicherweise aus
unterschiedlichen Resorptionszeiten. DON, in refr@m einer Ration zugesetzt, wird sofort
und schnell absorbiert, wodurch eine hohe endo@#mainierungsrate sowie eine geringe
mikrobielle Detoxifizierung resultiert.

Die Darmflora kommt, aufgrund der schnellen Elintioa aus dem Darmtrakt, kaum bis gar
nicht mit dem Toxin in Beruhrung. Im inokuliertenéi¥en liegt das Toxin zunéchst an die
Matrix gebunden vor, woraus sich auf eine verz@&&esorptionsrate schlieRen lalt. Eine
langsamere endogene Eliminierung kdnnte hier, digmohere Verweil- und Kontaktzeiten im
Darm, eine allmahlich einsetzende und effektive roblelle Detoxifizierung ermdglichen.
Eine Wechselwirkung von Toxinen kdme allenfallglen Gruppen mit inokuliertem Weizen
in Betracht. In der getreidefreien Variante sindgaund der Versuchsanlage gerade solche
Wechselwirkungen ganzlich auszuschliel3en.

6.3.4 Futteraufnahme

Die Beeintrachtigung der Futteraufnahme sowohlein éinzelnen Wochen, als auch gemittelt
Uber den gesamten zweiten Versuchsabschbiitchgang B, lie3 sich eindeutig auf die
Toxinwirkung zurickfihren. Bei ad libitum-Fitteruzgigte sich bereits von Anfang an ein
signifikanter Unterschied hinsichtlich der Futtdrahme zwischen den hochbelasteten
Tieren und den Kontrolltieren, was sich bis in dieeite Versuchswoche fortsetzt.

Dieser Unterschied laR3t sich aufgrund der hoheeu8trg in der dritten Versuchswoche nicht
statistisch absichern, wird aber in der letztendspnswoche wiederum signifikant. Hier
traten einzelne Tiere durch Aufnahme besondersigeriFuttermengen hervor (Tabelle 34,
Tier 13 und 14). DON-bedingte Leistungeinbuf3en smerster Linie einer vermindertern

Aufnahme des kontaminierten Futters zuzuschreilveie, bereits im obigen Abschnitt

bezuglich der Anderung des Fiitterungsregimes fig dachfolgenden Durchgange
beschrieben.

Aus den hier erhobenen Daten geht hervor, dagexiigbedingten Leistungseinbufl3en, sofern
sie zu verzeichnen waren, uUber die gesamte Verdaabs hinweg anhielten. Im Gegensatz
zu anderen Berichten konnte in der vorliegenderetdnthung keine Erholung der Tiere bei
fortdauernder Belastung beobachtet werdeaT(RR et al.; 1994, RELUSKY et al.; 1994Db,
TRENHOLM et al.; 1994, RTTER et al.; 1995). Hierzu war der Beobachtungszeitraum
vermutlich zu kurz. Die Gewichstunterschiede blielider den gesamten Versuchszeitraum
nicht nur bestehen, sondern vergrdl3erten sich sagaiWoche zu Woche, wie anhand der
divergierenden Wachstumskurven zu erkennen ist.
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Der fur das Wachstum erforderliche Futteraufwand ims diesem Versuch stellenweise
deutlich kleiner als ublich. In der Regel wird Ulke gesamte Mastperiode eine Futtermenge
von 2 kg fur die Zunahme von 1 kg Kérpermasse paxh€ benétigt. Hierbei ist jedoch zu
beachten, dass in diesem Versuch nur ein kurzesohmitt der gesamten Mastperiode - und
dariiber hinaus die Phase mit den maximalen ZunahpnenKorpermasseeinheit in der
Lebenszeit - betrachtet wurde.

Die im Versuch erfal3ten Zunahmen bei ad libitumtdtiing Ubersteigen bei weitem die
durchschnittlich erwarteten Zuwachsraten in den ejegen Gewichtsabschnitten.
Demzufolge ist insgesamt von einer sehr guten Ektwng der Tiere wahrend der
Versuchszeit auszugehen.

Zusammenfassend mul} festgestellt werden, dassudateiite Ration irDurchgang A mit
ca. 5 % KM'"® unter der Futtermenge lag, die bei freiem Zugatsgchlich aufgenommen
wurde. Es ist anzunehmen, dass das Fitterungsragnchedamit die Toxinmenge pro kg
Kdrpergewicht somit einen bedeutenden Einflul3 aef ldistungsmindernden Effekte von
DON im Tier hat. Allerdings laRt sich dieser Saaimadt hier nicht belegen, da die Menge
aufgenommenen Toxins iBurchgang Awie B bei einer Belastung von 4000 ngDON/kg
Futter anné&hernd gleich ausfiel (Abbildung 33).

Auffallig ist in diesem Zusammenhang, dass die kéiffeaufgenommene DON-Menge in
Durchgang A aufgrund der hohen Toxinkonzentration im Futteg|bst bei restriktiver
Futterung eigentlich hoéher war, als bei ad libitMerabreichung eines mit "nur
2000 pg DON/kg kontaminierten Futtersr(END et al.; 1982, RENHOLM et al.; 1984,
ROTTER et al.; 1994). Die aufgetretenen Einbuf3en waredeteaufgrund der geringen
Tierzahl und der hohen Standardabweichung nichifgignt.

Die im Durchgang C mit reinem Toxin belasteten Tiere zeigten demgében eine
einheitliche, d.h. vom Toxingehalt unabhéngige Gévgentwicklung. Der Appetit war tber
den gesamten Versuchszeitraum normal, d.h. trothb#dm-Futterung und den gleichen
Konzentrationen an reinem Toxin wie im vorigen [Ohgang wurden Kkeinerlei
LeistungseinbuRen beobachtet. Der konzentratiodseiee Leistungseinbruch der Tiere im
zweiten Versuchsabschnitbyrchgang B kann somit nicht allein dem Einflu@ von DON
zugeschrieben werden.

6.3.5 Eigene Ergebnisse imVergleich mit Literaturdaten

Nach Angaben aus der Literatur ist beim Einsatz {@N in reiner Form ein geringer
ausgepragter Effekt zu erwarterR@RUSKY et al.; 1994b, RENHOLM et al.; 1994). In den

eigenen Untersuchungen waren die Unterschiede upgeiC erwartungsgemaf gering. Die
begrenzte Tierzahl und hohe Standardabweichunguleda hier keine statistische
Absicherung. Mdglicherweise ist der deutliche Wiggunterschied des Toxins
unterschiedlicher Herkunft in der Rationsgestaltbagrindet.
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Im vorliegenden Versuch wurde erstmals ein garer&infreies Grundfutter in Verbindung
mit reinem DON verabreicht. Bislang wurde in dergBeeine herkdmmliche Ration fur
Schweine zusammengestellt, wobei einerseits Magg¥FTH et al.; 1977, LN et al.; 1985,
FosTERet al.; 1986, RTTER et al.; 1994 et 1995,RRLUSKY et al.; 1994b), andererseits Hafer
(BERGSJ@et al.; 1992) oder Weizen RENHOLM et al.; 1994) mit einem Anteil von 70 bis
80% eingesetzt wurde (Abbildung 36).

Als natirliche DON-Quelle wurde meist miFusarium befallenes Getreide oder
kontaminierter Mais verwendet. Zur Herstellung delasteten Futtermischungen wurde
unbelastetes Getreide bzw. Mais, entsprechend dewirgchten Toxingehalt in der
Gesamtration, durch natirlich kontaminiertes Matesisetzt.

Je nach den Gehalten im kontaminierten Getreide. iais wurden demzufolge oft nur
geringe Anteile des unbelasteten Materials durckhbelastetes ersetzt, wodurch eine
inhomogene Toxinverteilung moglich war. DartUberbsavurde das reine Toxin bisher
immer einer Grundfuttermischung zudotiert, welchangsatzlich Mais und/oder Getreide
enthielt (ORsYTHet al.; 1977, BSTERet al.; 1986, RELUSKY et al.; 1994b, RENHOLM et al.;
1994, POTTER et al.; 1995) und somit weitere nicht untersuchdgine oder synergistische
Faktoren enthalten konnte.

Es scheint aber nicht nur die Toxinherkunft (nattrlkontaminiert oder labortechisch
gewonnen) eine Rolle in der Toxinwirkung zu spiel@ondern auch die verwendete
Getreideart. Die zugrunde gelegte Futtermischundeim beschriebenen Versuchen umfal3te
neben Mais , Gerste und Sojer@RUSKY et al.; 1994b, BTTER et al.; 1994 & 1995) auch
Weizen (RENHOLM et al.; 1994). Bei der Verwendung von naturlicintemniniertem Hafer
hingegen, waren in einem Fitterungsversuch an Sobwe(BERGS@ et al.; 1992) im
Konzentrationsbereich von 0,5 bis 1 mg DON/kg Futiech keine Effekte zu verzeichnen.
Erst bei Belastungen ab 2 und 4 mg DON/kg Futtennk® eine Verminderung der
Futteraufnahme provoziert werden und zwar sowohladelibitum als auch bei restriktiver
Fitterung(KM°7.

In nahezu jeder bislang verfutterten Ration (komtéent/Kontrolle) war Soja beigemischt,
ebenfalls eine oft mit Fusarientoxinen kontamimekomponente (BRGsJget al.; 1992,
RoTTERet al., 1994, PRELUSKY et al.;1994b,TRENHOLM et al.;1994 @VERNESet al.;1997).

In dem hier durchgefiihrten Versuch wurde bewuRaufaverzichtet, was maoglicherweise
eine Erklarung fur ausbleibende Effekte bei Vermimeng des puren DON in einer
getreidefreien Diat sein konnte. Allerding ist I&nja nicht zwangslaufig von einer DON-
Kontamination auszugehen, wie in neueren Unterswygdn festgestellt werden konnte
(VALENTA et al.; 2002, SHOLLENBERGEREet al.; 2007).
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Eine Beteiligung weiterer Toxine und/oder synergtt wirkender Stoffe kann aber nicht
ausgeschlossen werden. So werden bereits in deratiit synergistische Effekte durch
Mitwirkung anderer Stoffe, insbesondere Fusarins@bA, siehe 6.2.4), diskutiert N8H et
al.; 1997). Dies erklart jedoch nicht, weshalb iar drorliegenden Untersuchung beim
naturlich kontaminierten Futter so deutliche Eféekh Erscheinung traten, da die FUS-
Gehalte hierfr nachweislich nicht ausreichend ware

LeistungseinbuBen beim Schwein
in Abhangigkeit des DON-Gehaltes im Futter
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Festgestellte LeistungseinbulRen beimcBwein in Abhangigkeit des DON-Gehaltes im

Futter. Zusammenfassung der Daten aus verschiedeneim der Literatur beschriebenen,
Untersuchungen unter Anwendung verschiedener Getrdearten (Weizen, Hafer) und
Mais, Untersuchung in unterschiedlichen Wachstumspdisen, teilweise auch unter
kiinstlichem Zusatz des Reintoxins DON (BUNG et al.; 1981, RIEND et al.;1982, YOUNG
et al.;1983, $HATZ; 1982, GHAVEZ; 1984, PLLMANN et al.; 1985, RIEND et al.; 19863,
FRIEND et al.; 1986b, GIAVEZ et RHEAUME ; 1986, FRIEND et al.; 1984, OSTER et al.;
1986, FOSTER et al.; 1987, BERGSJIZ et al.; 1992, H et al.; 1993, RTTERSON et YOUNG;
1993, ROTTER et al.; 1994, RCHTER et al.; 1996, G/ERNES et al.; 1997, WETSCHEREK et
al.; 1998, WEIR et al.; 1999)
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Neben einer Beteiligung weiterer, evt. noch unbekan(Myko-)Toxine, kénnten aber auch
nichtstoffliche Faktoren fur Wirkungsunterschiedmantwortlich zeichnen. Nennenswert ist
hierbei die Mdoglichkeit der Toxinmaskierung. Pflanz besitzen die Fahigkeit, Toxine
schrittweise zu metabolisieren.

Im ersten Schritt, der sogenannten Transformativeesp wird die toxische Substanz
dealkyliert oder oxidiert. Diese Reaktion ist fiie &Konjugation (Phase II), meist an Glucose,
erforderlich. In der Kompartmentphase (Phase lifjwler unschadliche Metabolit entweder
eliminiert oder in die Zellwand eingebaut. Mykotogikbénnen somit entweder als Konjugat
in geloster Form oder an Makromolekile gebundedemPflanze vorliegen.

Die Glucosidierung von DON in Weizen ist ein Mecisamus der Pflanze zum Selbstschutz.
Aus Sicht der Ernéhrungssicherheit besteht hieddirdings die Gefahr, dass diese
Konjugate bei der herkdbmmlichen Analytik nicht reifasst werden. Diese kénnen jedoch
zum einen im Magen-Darm-Trakt des Menschen odeh aoa Tieren wieder dekonjugiert
oder aber bei der Herstellung von Nahrungsmittekeder reaktiviert respektive demaskiert
werden und so ihre Toxizitat zuriickerhaltenag&is; 1994, BRTHILLER et al.; 2007 &
2009).

Eine Erklarung fur die "Unwirksamkeit" von 6000 pgjnem DON/kg Futter Uber eine evt.
Maskierung des Toxins im naturlich kontaminierteat&fial wiirde allerdings voraussetzen,
dalR die Freisetzung des uUberwiegenden Anteils alN P©O6000 pg/kg) erst im Magen-
Darm-Trakt erfolgt ware. Dies wirde jedoch bedeutdald der Hauptteil des Toxins im
Weizen maskiert vorlagind sich damit der chemischen Analyse entzogere.Ha#tvon ist
zunachst nicht auszugehen, zumal bei dem zur MVenfjigstehenden Weizen im Zuge der
Abreife keine Reduktion des DON-Gehalteobachtet werden konnte.

Die Untersuchungen hinsichtlich einer evt. Toxinkiasing wurden aufgrund der

gravierenden Wirkungsunterschiede zwischen natiifiontaminiertem Material und dem

reinen Toxin ausgesetzt. Die aufwandige und zefisive Synthese von beispielsweise DON-
Pyranosiden sowie die Entwicklung bzw. Etablierenges direkten Nachweises in natirlich
kontaminierten Material hatte nur dann Sinn gemaefdgnn die Unterschiede deutlich

geringer ausgefallen bzw. signifikante Effekte ier dgetreidefrei geflutterten Gruppe
Uberhaupt aufgetreten waren.

Weitere Faktoren, wie Haltungsbedingungen, Statili Infektionsdruck etc. dirfen jedoch
ebenfalls nicht auRer Acht gelassen werden. Degrsognte "unbekannte Entziindungsstatus”
des Individuums, der madglicherweise aufgrund seigesngen Auspragungsgrades noch
nicht zu augenfalligen Veranderungen fihrt, korshee Schlissel fir ein unterschiedliches
Ansprechen der Tiere in verschiedenen Versucheter@ohiedliche Ergebnisse) bzw. in ein
und demselben Versuch (hohe tierindividuelle Stngligein (Zou et al.; 2000).
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Aber auch schlichte Unterschiede in der Versuctgdihrung bei den verschiedenen in der
Literatur beschriebenen Untersuchungen muissen Wkmciitigt werden. So variieren
beispielsweise die Mastabschnitte auf3erordentMvhrend einerseits mit Absetzferkeln
(9 bis 13 kg KM) gearbeitet wurde yh et al.; 1985, RELUSKY et al.; 1994b), verwendeten
andere deutlich altere und damit schwerere Tie€eu@d 45 kg) (BRSYTH et al.; 1977,
FosTER et al.; 1986, BRGSJget al.; 1992, RENHOLM et al.; 1994). Desweiteren wurden in
manchen Versuchen auch weibliche Tiere verwendeendEmpfindlichkeit gegentber DON
erwiesenermalien deutlich geringer ausgepra¢i RgNHOLM et al.; 1994). Somit sind die in
der Literatur beschriebenen Versuche bzw. dereelifrigse kaum bzw. nicht vergleichbar.

In der vorliegenden Untersuchung wurde eindeutigemg, dass reines DON in einer
getreidefreien Ration keine gravierenden Auswirlamghinsichtlich der Leistung
(Futteraufnahme, Gewichtsentwicklung) von Léaufevseinen hatte. Daraus 4Rt sich
ableiten, dass reines DON nicht allein fur diebDarchgang Bund anderen Untersuchungen
festgestellten Wirkungen verantwortlich gemachtdeer kann. Dieser Sachverhalt ist umso
erstaunlicher, da die Substanz, in Reinform zugéseticht erst aus der Futtermatrix
herausgeloést werden mulR sondern sofort zur Absorptzur Verfligung steht
(DANICKE et al.; 2008). Es muld vermutet werden, dass veeit@ktoren (unbekannte/nicht
untersuchte Substanzen im Fusarium-kontaminiertgne@e) hinsichtlich der Toxinwirkung
mitverantwortlich sind.

6.4 Weitere Untersuchungen

6.4.1 Blut
6.4.1.1 Thyroxingehalte

Bei den Substrat- und Enzymanalysen zeigte sicleialsges der Serum-Thyroxin-Gehalt
allein durch die verabreichte Toxindosis beeinfl(itdbelle 19, Abbildung 12). Der Effekt
war allerdings nur im ersten Abschniburchgang A klar zu belegen. Ahnlich wie bei
ROTTER et al. (1994), war mit steigender DON-Konzentration Futter ein signifikanter
Anstieg des Wertes in der getreidefrei gefuttefBmiastungsgruppe zu verzeichnen. Der
Trijodthyronin-Gehalt (T3) blieb dagegen unveramderas sich aus der bedarfsgerechten
Umwandlung von T4 zu T3 in peripheren Korperzebekiaren Iaft.

Das hormonell aktivere T3 bewirkt wahrscheinlicheadirekte Aktivierung des Zellkerns und
der Mitochondrien. Die Stimulation der €aATPase-Aktivitat der Zellmembran dagegen ist
vielmehr dem T4 zuzuschreiben. Die Mitochondriertiikrung geht nahezu sofort mit einer
Erhbhung des Sauerstoffverbrauchs und einer gesteigATP-Synthese einher, gefolgt von
einer Vermehrung dieser ZellorganellenrR@T et DURR; 1999). Somit kann der Effekt
allgemein als eine Anregung von Stoffwechselfurmdio angesehen werden.
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Im Zuge einer Stoffwechselaktivitatssteigerung kdmes immer auch zu einem erhéhten
Energieverbrauch, welcher sich durch gesteigertdefaufnahme oder aber vermehrten
Abbau von Korpermasse zeigt. In friheren Untersngho wurden die gefundenen
Veréanderungen der Schilddrisenhormongehalte alsaboksche Anpassung an eine
verminderte Aufnahmgusariumkontaminierten Futters interpretiert@Rrer et al.; 1994).

Auf die vorliegende Arbeit &Rt sich diese Erkldyupedoch nicht Gbertragen, da die
aufgenommenen Futtermengen zwischen Kontrolle etakteten Tieren hier bei restriktivem
Futterungsregime nicht unterschiedlich war. Vielmefire ein direkter Einflul3 des Toxins
auf die T4-Produktion zu vermuten, zumal auch imr déeizengruppe ein deutlicher
belastungsabhangiger Trend erkennbar wurde.

Die endogene Wirkung von reinem Toxin konnte besomdnhoch sein, da mit einer
schnelleren und weitgehenderen Absorption gerechieeten muf3. Erstaunlicherweise lassen
sich hier deutlichere Veranderungen bei den gedfe3d gefitterten Tieren mit DQN,
erkennen. Ausgerechnet die Tiere, die in Bezug &#wichtsentwicklung und
Futteraufnahme keine Beeinflussung durch das Taufzeigten (DOMNi) wiesen die
deutlichsten T4-Veranderungen auf.

Im Gegensatz zu den vonoRTER et al. (1994) gefundenen massiven T4-Erhéhungen
bewegen sich die hier gemessenen Werte im Rahmes malligen Anstiegs. Sie traten bei
den Tieren auf, die sich - betrachtet man die Leigsparameter - offensichtlich
unbeeintrachtig von der eingesetzten Toxinmenggeaei

Die Leistungseinbul3en der ad libitum mit natirlkantaminiertem Weizen gefitterten Tiere
spiegeln sich nach den hier erhobenen Daten mickiner metabolischen Adaptation wieder
(Tabelle 20). Trotz der hochgradig vermindertentéraufnahmen zeigten sich die Werte
unbeeinfluBt. Auch im letzten Versuchsabschnittrikendiese Veranderung im T4-Gehalt
trotz deutlich héherer Toxindosen in einem mod#iten Futterungsregime wider Erwarten
nicht reproduziert werden, was sowohl einer dinekdls auch einer indirekten Interaktion von
DON und thyreoidaler Aktivitat entgegenstenht.

Abschlie3end ist anzumerken, dass die UntersucldengSchilddrisenfunktion beim Tier
nach wie vor problematisch ist, da euthyreote uypbkhyperthyreote Werte sich in einem
breiten Bereich Uberschneiden. Aufgrund dieser acdws ergibt sich in der Praxis die
Notwendigkeit von Stimulationstests zur Diagnostin Funktionsstorungen @AFT et
DURR; 1999).
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6.4.1.2 Triglyceride

Triglyceride bestehen aus Glycerin verestert miEe3tsduren. Sie tragen keine elektrische
Ladung und werden auch als Neutralfette bezeichbigt. Zufuhr erfolgt exogen mit der
Nahrung oder durch endogene Synthese in HepatoA¥edoplasmatisches Retikulum).
Entgleisungen im Triglyceridhaushalt konnen somafteine Leber- oder Stoffwechselstorung
hinweisen.

Beim Schwein sind Referenzwerte bis 44 mg/dl angegqKRAFT et DURR; 1999). Auch
wenn die in der mittleren Belastungsgruppe des teweVersuchsabschnitts gemessenen
hohen Werte noch nicht als pathologisch erhoht usituden sind, so wird doch eine
Abstufung deutlich. Diese tendenzielle Abstufunggtzesich auch inDurchgang C Die
Kontrollgruppe weist die niedrigsten Gehalte aul umt steigender Konzentration des reinen
Toxins scheinen die Triglyceridgehalte anzusteigarch wenn der guiltige Referenzbereich
nicht Uberschritten wird und auch keine statisti$aBbaren Unterschiede beziglich der
Toxindosis dargestellt werden kdnnen.

Die gemessenen Werte sind hinsichtlich der Diat wahit auch einer Dosis/Diat-
Wecheselwirkung signifikant. Somit ist bereits deéuttervariante ein Einflu3 auf die
Triglycerid-Gehalte einzurdumen. Ein reiner Toxfekf dagegen lafit sich nicht zeigen.

Nicht aul3er Acht gelassen werden darf allerdingsssdalle drei Gruppen der beiden
Durchgange bereits mit einer grof3en Variation im dersuch gingen und die Gehalte sich im
Versuchsverlauf sogar anglichen.

6.4.1.3 Bilirubin

Erhoéhte Bilirubingehalte im Serum - beim Schweirerid,25 mg/dl - verursachen einen
Ikterus, der je nach Storung prahepatisch (Hamplyspatisch (Leberfunktionsstérung) oder
posthepatisch (Abflu3stérung, Galle) bedingt sainrk

Eine Sonderform des hepatischen Ikterus ist darmitioasikterus (bei Futterverweigerung).
Energiemangel z. B. durch unzureichende Futterhuofiea stimuliert die Lipolyse, wodurch
freie Fettsauren im Blut ansteigen. Diese konktgrien den Hepatozyten mit Bilirubin um
dieselben Transportproteine, so dass eine Hyperbifiamie besteht (KaFT etDURR; 1999).

Es liegt nahe, hier einen ToxineinfluR zu vermutda, sich das Auftreten der erhéhten
Bilirubingehalte mit den Leistungseinbul3en der stefeen Tiere deckt (Tabelle 19, Tabelle
20). Jedoch ist die Uberschreitung des oberen Refbereiches bereits zu Versuchsbeginn
vorhanden, also direkt nach der AnfiitterungsphBsezu diesem Zeitpunkt wurde noch gar
kein Toxin verabreicht.
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Wahrend des Versuches und damit unter Toxingabgt sesh dann eine Annaherung der
Werte an die der Kontroll- und mittleren Belastuyrgppe. Die Leistungseinbul3en dagegen
verschwanden nicht und auch die aufgenommenen rigitgje steigerte sich nicht

wesentlich.

6.4.1.4 Alkalische Phosphatase

Die AP ist in fast allen Geweben des OrganismusB(zOsteoblasten, Darmschleimhaut,
Nierentubuluszellen, Gallengangsepithelien, Lebew) unterschiedlicher Aktivitat
nachzuweisen, wobei erhebliche tierartliche Untaeste bestehen. Durch ihr Vorkommen in
Osteoblasten besitzen Jungtiere eine erheblichré@@mezymaktivitat als Adulte. Normal sind
beim Saugferkel Aktivitdten bis 1300 U/Il, beim Ateerkel bis 700 U/I. Hier fallt auf, dass
keine erh6hten Werte auftreten, wie es bei einenemsell vorliegenden Hepatopathie oder bei
langeren Hungerperioden zu erwarten wéare. Die Auswg zeigt, dass lediglich dem Alter
der Tiere sowie dem Versuchstag - welcher ebenfallBusammenhang mit dem Alter steht -
ein Einfluss auf die Veranderung dieses Enzymsgugehen werden kann.

Die belasteten Tiere mit den starksten EinbuRegtaeideutlich niedrigere Gehalte auf.
Hieraus 14t sich mutmal3en, dass DON evt. direktWachstum negativ beeinflu3t. Eine
maogliche Erklarung hierflr ware beispielsweise didmmmung der Proteinbiosynthese in der
Leber (ROTTER et al.; 1996, WWESTRAND et al.; 2001) oder auch eine direkte Hemmung der
Osteoblasten, weshalb bei hohen Belastungen digeeein Einbuf3en nicht anndhernd
kompensiert werden kénnen und Kiimmerer entstehen.

6.4.1.5 SDH

Sorbit-Dehydrogenase ist ein leberspezifisches, ateéular zytoplasmatisches Enzym,
welches bei allen gangigen Tierarten ausschlie@ghErkrankungen der Leber erhéht ist.
Die Aussagekraft ist ahnlich der der ALT, welcheinbbeSchwein zur Leberdiagnostik
ungeeignet ist, so dass es gewissermal3en als Kliesezs Enzyms herangezogen werden
kann. Einziger Nachteil ist, dass SDH-Aktivitatsgeéeungen nur kurzfristig anzutreffen sind
und somit lediglich in der Frihdiagnostik akutekfankungen der Leber sinnvoll einsetzbar
sind (KRAFT etDURR; 1999).

Im ersten Versuchsabschitt waren die SDH-Wertengématurlich kontaminiertem Weizen
behandelten Tiere nur zu Versuchsbeginn (ohne bekastung) geringgradig erhdht, wobei
sie im weiteren Versuchsverlauf sich an die Koigrolanglichen (Tabelle 19). Dagegen
wurde im Durchgang Bder EinfluR des Toxins deutlich, und derAnstieg 8®H-Gehalte
deckte sich mit den EinbulRen in Futteraufnahme téglichen Zunahmen respektive der
Toxinbelastung (Tabelle 20). Hier &Rt sich tatéébhvon der DON-Konzentration auf eine
Beeinflussung der Leber schliel3en.
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Dies gilt aber nur fUr das natirlich kontaminiesMaterial, da inDurchgang C wo keine
LeistungseinbuB3en auftraten, trotz gleicher Toxmdemtrationen kein Einfluss auf
Leberzellen ersichtlich wurde.

6.4.1.6 Eiweilfraktionen

Im Allgemeinen findet die Bestimmung des Gesamtdtns Verwendung beim Auftreten

von Imbalancen im Wasserhaushalt (De- bzw. Hypedtgtion), Durchfall und/oder

Erbrechen, Nephro- und Hepatopathien sowie bei Guwwerlust und zur sicheren
Interpretation von Hamatokritwerten. Jungtiere weishierbei einen geringeren Serum-
Proteingehalt auf als Adulte &FT et DURR; 1999).

Entgegen den Erfahrungen aus friheren ArbeitereENfioLm et al.; 1994, RTTER et al.;
1994 & 1995), in denen bereits nach ein- bis zweligier Belastung eine Erh6hung des
Serum-Albumins bzw. nach zwei- bis dreiwochiger &Balng eine Abnahme des
Gesamtproteins festgestellt werden konnte, waresa@gprotein- und Albumingehalt in den
hier dargestellten Untersuchungen nicht signifikeetindert (Tabelle 21, Tabelle 22). Die
erkennbaren Trends traten teilweise auch nur spmtadchuf (Aloumingehalt), so dass kein
direkter Einflul3 des Mykotoxins auf die Proteingygge nachgewiesen werden konnte.

Eine Senkung der Globulin-Fraktionen dRER et al.; 1995, RELUSKY et al.; 1994b),
hervorgerufen durch DON, konnte in der vorliegenderersuchung ebenfalls nicht bestatigt
werden. Vielmehr sind diese Abweichungen hier lechgim Zusammenhang mit den
altersbedingten Veranderungen zu sehen. In der Adsmng der Daten zeigte sich ein
signifikanter Einflu3 der Diat auf die Serum-Pragghalte, was sich z. B. in den durchweg
hoheren Albumingehalten der mit Weizen gefitterfBiere niederschlagt. Vereinzelte
Ausreifer mit extrem hohen bzw. niedrigg®lobulin-Gehalten traten nur sporadisch auf
und waren in allen Gruppen zu finden, so dass ibk&ine Bedeutung im Sinne eines
Toxineffektes zugeschrieben werden kano{ReR et al.; 1995).

Veranderungen der Serum-Eiweil3gehalte, wie sieein Lateratur bezlglich oraler DON-
Verabreichung beschrieben sind, traten vorrangigimer Phase schnellen Wachstums und
damit erhéhten Nahrstoffbedarfs auf. Madglicherweid@nnen wachstumsbedingte
Verschiebungen als toxinbedingte Beeintrachtigurey @roteinsynthese in der Leber
fehlgedeutet werden (RTER et al.; 1995). Auch konnten die aus den zitierten
Untersuchungen bekannten Ergebnisse nicht immeeetiy dem Toxin zugeordnet werden,
da sich auch einschneidende Veranderungen der llektu&rnéahrungssituation, wie
beispielsweise Mangelernahrung, im Eiweil3gehaltrui@eroteinabnahme) widerspiegeln
(KRAFT et DURR, 1999). Eine Abgrenzung zwischen Toxineinflu3 umdranderter
Nahrstoffsituation war somit, da keine pairfed-Kotien mitgefuhrt wurden, oftmals nicht
maoglich.
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Demgegeniber konnten in der vorliegenden Arbeibtztrdes Auftretens signifikant
verminderter FutteraufnahmerDyrchgang B und daraus resultierender Einbufen in
Zuwachs und Endgewichten, keine Uber die altersiggein Zunahmen hinausgehenden
Veréanderungen des Proteinhaushaltes, sowohl zwisahen Gruppen, als auch im
Versuchsverlauf innerhalb einer Gruppe festgestaiden.

Mit Ausnahme der Immunglobuline wird fast das gesaRiasmaprotein in den Hepatozyten
synthetisiert. Ein Einflul3 von DON auf den Eiwei88halt, vermittelt durch eine Hemmung
der hepatogenen Proteinbiosynthese oder Uber @emtBichtigung der Ernahrungssituation,
konnte folglich nicht bestatigt werden. Dem mit ebmendem Alter ansteigenden und
durchweg oberhalb des Referenzbereiches liegenttmmmn/Globulin-Quotienten von 0,37
bis 0,51 kommt aufgrund des regelmalligen Auftreteradlen Gruppen keine Bedeutung zu.
Praktischen Wert erhalt dieser Parameter, wenrhdeire Abnahme des Quotienten (Anstieg
der y-Globulin-Fraktion) ein infektibses Geschehen hagtédbzw. nachgewiesen werden
kann.

Zusammenfassung

Nur wenige der untersuchten Blutwerte einzelneividden lagen aul3erhalb der geltenden
Normalbereiche. Viele der erfaften Verdnderungememvaoft nur von sporadischem
Charakter, traten bisweilen unabhangig von der Béluag in verschiedenen Gruppen auf
und spiegelten sich auch nicht im klinischen Biletaer. Einzelne Ausreil3er, insbesondere
bei den EiweiRgehalten/-fraktionen brachten einleeh®treuung ein, wodurch sich eventuell
auftretende Trends nicht absichern lie3en.

Uberwiegend zeigten die in der Literatur dargeste)l bei oraler DON-Verabreichung
gefundenen Verédnderungen allerdings kein bestimmiégster. Einer Studie der
Arbeitsgruppe um BTTER (1994) zu Folge, blieben beispielsweise ermittklbetisolgehalte
unter DON-EinfluR unverandert und tendierten eesthnd-wochiger Versuchsdauer zu leicht
erhohten Gehalten. Demgegenuber wurden an andemdle Ssignifikant erniedrigte
Hamoglobingehalte mit einer hierbei beobachtetemm6Bung des Kortisolgehaltes in
Verbindung gebracht ®TER et al.; 1995). Es laRt sich nach wie vor kein eutgjer
Zusammenhang zwischen der Toxinbelastung und deareegebnissen herstellen.

Die Interpretation von Laborergebnissen zur Belumej des Gesundheitszustandes muf3 unter
Beachtung gewisser Rahmenbedingungen geschehehar@telt es sich bei den jeweils
angegebenen Referenzbereichen lediglich um Duralttalerte. Obere und untere
Grenzwerte sind eher im Sinne von Wahrscheinlidkkezu betrachten, denn als absolute
Trennlinie zwischen ,gesund” und ,krank“. Labordmagtische Untersuchungsergebnisse
muissen daher stets in direktem Kontext mit demiddleem Erscheinen (auftretetenden
Symptomen) interpretiert werden. Aussagen, welcHieina auf labordiagnostischen
Parametern beruhen, sind ohne praktische Bedewuntgl die MelRwerte auch bei gesunden
Schweinen immer biologischen Variationen unterliegeelche von verschiedenen Faktoren
abhangig sind.
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Diese Faktoren sing: genetische Unterschiede (rassespezifisch)

z. B. AST, ALT, yGT, LDH, a-HBDH, CK, ALD und a-
Amylase

- Geschlecht
z. B. 20% hohere Thrombozytenzahl und um 15% hb6here
Harnstoffgehalte bei maéannlichen Kastraten, vergliichmit
Sauen

- Alter und Gewicht
z. B. AP unda-Amylase sowie ALT

- Belastung
z. B. psychischer Strel3 (sofortiger Anstieg alldutBellen
infolge Adrenalinausschuttung und Milzentleerung)

In Kombination mit physischer Belastung kommt esrzkistig zu sehr starken
Veréanderungen zahlreicher Blutwerte. Die Me3wee® bten und weil3en Blutbildes kdnnen
bis zu 40% Uber den Ruhewert erhdht, die Thromleozgthl um etwa 10% vermindert sein.
Ferner kbnnen Serumprotein- und Enzymwerte sowieGligkosegehalt um etwa 10%, die
Laktatwerte sogar um das 10fache (100%) Uber déeRert ansteigen.

Als bedeutendste Ursache physiologischer Variatlen Blutmel3werte beim Schwein gilt
Blutentnahmestrel3 (physisch wie psychisch). Dieankaur durch Verwendung eines
Venenverweilkatheters umgangen werden. Allerdingdreweine solche MalRnahme bei
langerer Versuchsdauer aus Tierschutzgrinden dbmrneund auch in praxi nicht umsetzbar.
Andere Ursachen (Futterung, Tageszeit, Geschledheproduktionszyklus) spielen
demgegentber eine eher untergeordRelée (PLONAIT et BICKARDT; 1997).

Aber auch wenn sich kein eindeutiger Zusammenhangchen Toxinexposition und
blutchemischer Veranderung herstellen lat, so sindividuelle und subklinische
Veranderungen hierdurch nicht unbedeutend. Insloesen dann nicht, wenn man
berticksichtigt, dass die Kontamination mit Fusddeimen auch Lebensmittel umfal3t und
damit die menschliche Gesundheit beeintrachtigemid

Auch wenn die Gehalte in Lebensmitteln deutlicheurden hier getesteten Toxinmengen
liegen, so erstreckt sich eine Kontamination fin déenschen doch Uber einen sehr viel
langeren Zeitraum (durchschnittliche Lebenserwarturb Jahre). Die hier gefunden
Erh6éhung von T4 kdnnte mdglicherweise eine Rolledss idiopathischen Hypertonie des
Menschen (Stoffwechselaktivitatssteigerung, sietleisdare Hypertonie bei Hyperthyreose)
spielen. Demgegenuber kdnnte eine Beeinflussundg’B& in der Leber evt. Alterungs- und
Degenerationsprozessen vorantreiben bzw. sich efightauf Regenerations- und

Reparationsprozesse auswirken.
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6.4.1.7 IgA

Die Wirkung von DON bzw. Trichothecenen auf das lmsystem sowie der
Zusammenhang zwischen DON-Expositionen und erhdd&eom-IgA-Gehalten bei Mausen
ist in zahlreichen Veroffentlichungen dokumenti@forRsELL et al.; 1986,PESTKA et al.;
1989, FEESTKA et al.; 1990, DNG et al.; 1991, GEENE et al.; 1994, RSOOLY et FESTKA,
1994, WARNER et al.; 1994, HNOSHITA et al.; 1997, %N et al.; 1998, BNOTAI et al.; 1999a
& b). Unter dem Einflul3 von DON wird die Differeezung immunkompetenter Zellen zu
IgA-produzierenden Zellen gefordert, wonach von eeirgesteigerten IgA-Produktion
auszugehen ist.

In der neueren Literatur wird die Erhéhung der IGAhalte bei gleichzeitigem Abfall von
IgM und 1gG sogar als Haupteffekt einer DON-Exposit(ab 2 mg/kg) beschrieben. Die
Differenzierung wird vermutlich durch eine direkt€inwirkung des Toxins auf die
PEYERSCHEN Platten ausgeldst, mit nachfolgenden Auswirkungerd das systemische
Kompartiment. Mit dem Anstieg von IgA im Blut erhgin sich auch die Gehalte von
polymerem IgA und die Bildung von IgA-Immunkomplex@ESTKA et BoNDY; 2000).

Erstmals konnte jetzt beim Schwein ein Zusammenhangchen DON-Verabreichung und
einem Anstieg der IgA-Gehalte festgestellt werdéherbei zeigte sich neben einem
Alterseffekt (IgA-Anstieg mit zunehmendem Alter)chuein Dosiseffekt. Es gelang einen
signifikanten IgA-Anstieg im Serum bedingt durchrigge Mengen DON (600 und
1200pg/kg Futter) in der Ration zu belegerd{@ 2003, DROCHNER et al.; 2004). Hierbei
wurde im Versuchskonzept erstmals eine getreidefireittermischung mit einer definierten
Menge reinen DONSs verabreicht.

Neu waren in der vorliegenden Untersuchung auchddimierten Bedingungen bereits vor
Versuchsbeginn, da die Tiere bereits direkt naam ddsetzen eine garantiert toxinfreie
(getreidefreie) Futtermischung erhielten und sogatantiert unbelastet in den Versuch
genommen wurden.

Dieses Konzept wurde in der vorliegenden Untersogh@aufgenommen und weiter
entwickelt. Die hierbei erhobenen Werte lassen safgrund der grof3en Streuung der
Einzelwerte nicht statistisch absichern, dennotheis eindeutiger Trend zu erkennen. In
einem grof3angelegten Versuch mit einem VielfacheMersuchstieren pro Gruppe liel3e sich
ein Zusammenhang vermutlich belegen.

Im Gegensatz zu den Leistungsparametern (LM, Zuealtackt sich der Effekt der beiden
Diatvarianten. Sowohl in der natlrlich kontamirgertGruppe als auch in der getreidefrei
gefltterten Gruppe zeigten sich dosisabhangigerkifiede im Serum-IgA-Anstieg.
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Der mit vier Wochen relativ kurze Beobachtungsaeitn mag ebenfalls dafur verantwortlich
zeichnen, dass hier noch keine signifikanten Unteesle zu finden waren. Veranderungen
der Serum-lg-Gehalte wurden in der Mehrzahl ershrener Behandlungsdauer von 4 bis 5
Wochen offensichtlich (€eeNE et al.; 1994, RsooLy et al.; 1994, HNOSHITA et al.; 1997,
YAN et al.; 1998, BNOTAI et al.; 1999a & b).

Zudem wurden bislang alle diesbezuglichen immunst@iggn Untersuchungen an Mausen
durchgefuhrt, welche mit einem vielfachen (12.5up@ 25 mg DON/kg Futter) der in dieser
Arbeit eingesetzten DON-Menge behandelt wurdeoN®et al.; 1994, RSOOLY et FESTKA,;
1994, BANOTAI et al.; 1999a). Dariiber hinaus scheinen auch xje$ttionsbedingungen eine
nicht unbedeutende Rolle in der Auspragung der inotagischen Verdnderungen zu spielen.
So konnten BNOTAI et al. (1999a) in einem vergleichenden Versuchiekldnterschiede
zwischen einer kontinuierlichen und intermittierendBelastung aufzeigen. Veranderungen in
Gewicht und Serum-IgA-Gehalten traten bei Toxinestjpen zwar sofort auf, verschwanden
aber bei Unterbrechung der Behandlung ebenso datieeer.

Die im Blut festzustellenden immunologischen Vegmuthgen spiegeln sich allerdings nicht
in lymphoiden Organen wider. dL et al. (2006) untersuchten immunhistologische
Parameter in Milz und Jejunum beim Schwein. Einadusmienhang zwischen Veranderungen
des IgA-Gehaltes bzw. des CI@DS8'-Verhiltnisses und einer Toxineinwirkung konnte
nicht belegt werden.

Die Bedeutung einer Immunglobulin-Analyse als pkiidem Wert zur Friherkennung einer
DON-Intoxikation vor dem Auftreten klinischer Syrnopte (insbesondere Leistungseinbul3en)
erscheint aufgrund der hier dargestellten Ergebnédger schwierig. Ahnlich verhalt es sich
bei dem direkten Nachweis von DON in Korperflissiggn. Betrachtet man die hohe
Variabilitdt der Individuen in einer Schweinehaljinso konnte dieser Parameter evt.
hilfreicher sein, eine DON-Exposition aufzuzeigétlerdings laflt sich einerseits zwischen
Leistungsriickgang des Individuums und korrespoedir Toxin-Konzentrationen (<0,9
mg/kg) im Blut keine eindeutige Beziehung herstel(®OLL et al.; 2003, BNICKE et al.;
2008a & b, HIEU et FEETTERSSON 2009).

Andererseits mul3 berticksichtigt werden, dass draitionshalbwertszeit aus dem Plasma
bei 6 Stunden nach oraler Aufnahme liegt. Somit kanhinzu, dass eine Blutentnahme
relativ zeitnah zur Exposition stattfinden muf3.

Schwierigkeiten kénnen sich dabei dann auch aug-d#erungstechnik ergeben, denn bei
Verwendung von Futterautomaten kann kein einhb#licExpositionszeitpunkt festgelegt
werden (®YARTS et DANICKE; 2006).



DISKUSSION 113

6.4.2 Kot
6.4.2.1 DON-Exkretion

Die Untersuchung der "nativen” Kotproben auf DONvbDOM-1 bestétigt, dass das Toxin
bereits in den vorderen Darmabschnitten (hpts. Maged Duodenum) nahezu vollstandig
resorbiert wurde (RELUSKYy et al.; 1988). Auch neuere Untersuchungen von
DANICKE et al (2003) bestatigen die schnelle Resorptiom RON bereits aus dem oberen
Verdauungstrakt.

Im Gegensatz zu NIV spielt der enterohepatischeskngf fir DON nur eine untergeordnete
Rolle. Stattdessen zirkuliert es, vor seiner ren&@émination, primar systemisch. Es lassen
sich zwar konzentrationsabhangig geringe Mengen DN DOM-1 auch in der
Gallenflissigkeit wiederfinden, doch ist dieser #als®eidungsweg vernachlassigbar
(GOYARTS et DANICKE; 2006).

Hierbei wird auch deutlich, dass fur NIV und seeepoxy-Form ein generell anderer Weg
der Verstoffwechselung vorliegt. So wurde fir DON dgorrangige Ausscheidung Uber die
Niere (77 % Wiederfindung im Harn) angefuhrir@Rusky et al.; 1988). Demgegnuber
fanden HEDMAN et al. (1996) nach oraler Gabe (Futterung restjikbis zu 89 % des
verabreichten NIV selbst sowie in Form seines Melitdn im Kot wieder. Beide Substanzen
scheinen also auf grundsatzlich unterschiedlicherag&V eliminiert zu werden, wobei
erwahnenswert ist, dass auch im Urin DOM-1 gefunderden konnte (DLL et al.; 2003).

Weiterfuhrende Untersuchungen bezlglich der ResorpMetabolisierung, Transformation
und Ausscheidung von DON wurden voRIESEN (2003) durchgefuhrt. Auch sie bestatigten
eine nahezu ausschlie3liche Ausscheidung lUber den &le konnten ferner feststellen, dass
die Metabolisierung von DON lediglich im Darm bzunter Anwesenheit metabolisierender
Bakterien stattfinden kann und nicht etwa durch Wmelung in der Leber moglich ist.

Auch bei direkter Inkubation von humanen Leberzellmit dem Toxin konnten keine
Metabolisierungsvorgédnge beobachtet werden. Estkanmur marginale Veranderungen in
der Aktivitat der Leberzellhomogenate in Abhangigkder DON-Einwirkung festgestellt
werden. Lediglich ein vermutlich sekundar eintrelien zytotoxischer Effekt war mit
fortdauernder Inkubationszeit zu erkennen. So karaueeiner dosisabhanigen Abnahme des
Proteingehaltes und der Albuminsekretion der Hegyabm und gleichzeitig zu einer Caspase-
3-Aktivierung, einem Schlisselenzym in der ApoptseniGs et al.; 2008).

6.4.2.2 DON-Metabolisierung

Anhand der Untersuchungen zur DON-TransformatiorcldiDarmbakterien sollte einerseits
versucht werden, die "Unwirksamkeit" des reinenimsyaufzuklaren, und andererseits wurde
damit auch der Frage nach einer méglichen Frihetksm einer Trichothecen-Belastung
mittelsin vitro-Test nachgegangen. Basierend auf Literaturangad®n ARCzIK et al.; 1994,
HEDMAN; 1996) wurde hierfur eim vitro-System zur Inkubation von Kot mit reinem DON
entwickelt.



DISKUSSION 114

Generell stimmen die Ergebnisse des zugrundeliegemdvitro-Testsystems sehr gut mit
Daten aus entsprechendarvivo-Untersuchungen tberein gKLARzCIK et al.; 1994), so dass
es durchaus als ein geeignetes Modell fir die Yatdrung der Transformationsfahigkeit von
Darmmikroorganismen angesehen werden kann. Fetimerek mit dem hier beschriebenen
modifizierten Verfahren unter relativ geringen Agfvdungen grof3e Probenzahlen in einem
vernunftigen Zeitrahmen zuverlassig und kostengginsitersucht werden.

Mittels des unter 4.3.5 beschriebemenitro-Verfahrens (10 Einzelansétze je Kotentnahme je
Tier) gelang individuell fur jedes Tier (d.h. fiade einzelne Kotprobe) die Klarung folgender
Sachverhalte:

1 Wiederfindung des zudotierten DON in Abhangigkeit atrix und Probenvorbereitung
(Proben 1/2).

2 Zeitabhangigkeit der Transformation von DON zu D@Moben 3/4/5/6).

Evt. nativ vorhandenes DON bzw. DOM im Kot der EidProben 7/8 bzw. 9/10 im
Vergleich zu Probe 2).

4 Fur die Umwandlung von DON in DOM zeichnen aktivearmmikroorganismen
verantwortlich (Proben 9/10 im Vergleich zu 2).

Auffallend war, dass in den inaktivierten Probem delasteten Tiere regelmaf3ig deutlich
mehr als 100% des zudotierten DON gefunden wurdes.Ergebnissen von® LARZIK et

al. (1994) ergab sich das gleiche Phdnomen. AwsedieGrund wurden inaktivierte Proben
(ohne Toxinzusatz) direkt mittels HPLC bzw. GC/MBtarsucht, aber in keinem einzigen
Fall konnten DON bzw. DOM-1 nachgewiesen werdemeEevt. durch die Inaktivierung
bedingte Freisetzung des mit dem Futter aufgenoramefdoxins konnte somit
ausgeschlossen werden.

Die Herkunft des Toxins scheint die Entwicklung dBeepoxidierungsmechanismen
malf3geblich zu beeinflussen. Ein natirlicherweise ND@nthaltendes Futter (hier:
Weizenmischung) fuhrt offensichtlich zu einer sdieren und effektiveren Entwicklung von
Metabolisierungsvorgéngen, als ein mit reinem DQOisetztes Futter (hier: getreidefreie
Mischung).

Grundsatzlich stellt sich die Frage, inwieweit digysiologische Darmflora per se in der Lage
ist, Trichothecene allgemein und DON im spezieflarentgiften. Ferner gilt es zu klaren, ob
durch die Toxinexposition dieser spezielle Stoffasadweg in verschiedenen Bakterien
provoziert werden kann oder ob er auf bestimmtechtduDON in ihrer Entwicklung
geforderte Spezies beschrankt ist. Aus friheredi&tuist bekannt, dass Trichothecene die
Zusammensetzung der Darmflora in entscheidendemeMaR beeinflussen vermégen
(HEDMAN et FETTERSSON 1996).
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Erste Hinweise darauf, dass die Transformationbmstimmte Bakterienarten begrenzt ist,
ergeben sich aus der Arbeit vorE t al. (1992). Bei der Inkubation von Intestinbhit des
Schweines (SLIC: swine large intestinal content) t mMDON konnte keine
Transformationsaktivitat der Darmflora und damitnee Umwandlung von DON in den
untoxischen Metabolit DOM-1 nachgewiesen werden.

Diese Annahme wurde durch die Arbeiten vomIKEEN (2003) bestatigt, wonach
Untersuchungen zur DON-Deepoxidation beim Schweumazhst nicht erfolgreich

durchgefuhrt werden konnten, da trotz Toxinexpositiiber einige Wochen keine
Transformationsaktivitdit nachweisbar war. Die verdeten SPF-Ferkel muf3ten
offensichtlich erst mit deepoxidierenden Darmbakter "infiziert* werden. Durch

Verbringung des Kotes aus einer SchweinehaltungendeTiere nachweislich zur
Metabolisierung befahigt waren, gelang es in died&rsuchsstall eine transformierende
Darmflora zu etablieren.

Interessant erscheint hierbei, dass der ErwerlDdepoxidierungsfahigkeit keine Anderung
der bakteriellen Zusammensetzung der Darmflora siuh bringt. Somit ist also davon

auszugehen, dass nicht bei jedem Schwein eine D@jiftende Darmflora vorrausgesetzt
werden kann. Vielmehr scheint diese Fahigkeit astilmmte Keime beschrankt zu sein und
nicht jedes Bakterium kann die Deepoxidation "ewer".

Eine Adaptation der Darmmikroflora wird in den wete Darmabschnitten - vermutlich
konzentrationsabhangig - durch das Toxin selbsuzisdt, verlauft unterschiedlich in
Abhéngigkeit der Darreichungsform, des Alters umd Worgeschichte der Tiere. Die von
Beginn an mit Weizen gefltterten Tiere (Adaptatamilg waren bereits vor der eigentlichen
Toxinexposition in der Lage, DON in geringem MaRedeepoxidieren, was méglicherweise
auf die minimalen Toxingehalte, wie sie im eigattitliunbelasteten Weizen nachgewiesen
wurden, zurickzufiihren ist. So wére durchaus vithste dass diese subklinischen
Konzentrationen des Toxins bereits erste Transfbomsvorgange, noch vor der eigentlichen
Belastung, induziert haben kénnten.

Hingegen war bei den getreidefrei gefutterten Tietese Fahigkeit in sehr viel geringerem
MaRe entwickelt. Uberdies war bei fortschreitenHartoffelfutterung das "Verlernen" der
Metabolisierung zu beobachten. So war in dem zligé¢n Versuch Qurchgang D, nach
Futterung einer Kartoffeldiat ohne Toxinzusatz, mat88 Tagen in keinem einzigen
Inkubationsansatz die Transformation von DON zu DOMnachweisbar. Nach
unterschiedlicher Belastung der Tiere waren darer hbreits nach 10 Tagen wiederum alle
Tiere in der Lage, kleine Mengen an DON zu tramsferen. Auch hier war diese Fahigkeit
bei Tieren, die natirlich kontaminierten Weizenigtbn, deutlich besser ausgebildet und
nahm im Versuchszeitraum Uberproportional zu.
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Es wird angenommen, dass eine spezifische Epoxitask fir die DON-Deepoxidierung
veranwortlich ist. Desweiteren scheint die Transfationsgeschwindigkeit direkt durch die
Toxinkonzentration beeinflut zu sein. Dieser Zusemhang liefe sich durch eine
substratbedingte Induktion und Aktivierung mikrdlge Enzyme erklaren. Vermutungen, die
die besondere Empfindlichkeit des Schweines geganDI®N mit deren Unfahigkeit zur
Engiftung begriinden, sind damit allerdings nichgkér haltbar (i et al.; 1992).

Aufgrund der ermittelten Ergebnisse muf3 angenomweaden, dal’ der Diat (Kartoffel oder
"0-Weizen") zugesetztes DON reiner Formunter Umstanden die unteren Darmabschnitte,
in welchen die Transformation hauptséchlich statéi (Colon), gar nicht erreichte
(KoLLARCZIK et al.; 1994). Mdoglicherweise ist die Ursache fliilerbeim Futter selbst zu
suchen. Einerseits kdnnte eine Adsorption des Boamdie Matrix, z. B. Kartoffelbrei, einer
Einwirkung des Toxins auf die Darmflora in den enéehenden Darmabschnitten
(Dickdarm) entgegenstehen, so dass eine Adaptatifgrund des fehlenden Induktionsreizes
gar nicht stattfinden konnte. Ein ahnliches Prinzimnte auch zugrunde gelegt werden um
die "Unwirksamkeit" des reinen Toxins bezogen aaflcistung der getreidefrei geflutterten
Tiere zu erklaren.

Die offentsichtlich geringere Wirkung des reinenxine bei Zugabe zu einer unbelasteten
Getreidemischung (@RSYTH et al.; 1977, BSTER et al.; 1986, RELUSKY et al.; 1994b,
TRENHOLM et al.; 1994) lie3e sich hierdurch allerdings hicdrklaren. In diesem
Zusammenhang ware eher eine vorzeitige Eliminier@derstérung) des ungeschitzten
Toxins infolge mangelnder Anhaftung an Futterbedtisite denkbar. So unterliegt DON als
Reinsubstanz zur Futtermatrix dotiert einer umgdbarund vollstandigen Absorption bereits
aus den oberen Abschnitten des Gastrointestingdtrak

Eine bereits im Magen abgeschlossene vollstandigimahme der Gesamttoxinmenge mit
anschlieBender schneller Metabolisierung und renafaisscheidung erklart einen
ausbleibenden Kontakt und damit eine fehlende Exkdwng von
Detoxifizierungsmoglichkeit der Darmflora. Bei magebundenen Toxinen ist mit einem
deutlich langeren Kontakt zur Intestinalflora urahdt mit intensiveren Wechselwirkungen
zu rechnen.

Eine weitere mogliche Erklarung fur die unterschad Wirksamkeit von DON; und
DONgein ist in der Toxin-Maskierung, also dem Vorliegemnvdoxinen in einer chemisch
veranderten Form, zu sehen. Die Erkennung des lgesuStoffes wéare demzufolge mit
Routinemethoden nicht mehr maoglich.
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Man nimmt an, dass Interaktionen zwischen Schimizelmd Pflanze mit der Maskierung
von Toxinen einhergehen kdénnten, wobei insbesondiemeAbwehrmechanismen der Pflanze
gro3e Bedeutung zukommt. Neben der schwer zu dungfghden Cutinschicht und der
Bindung an Phytoalexine (Lektine), spielt die Bamtsformation hierbei wohl die grofite
Rolle. Dieser Verteidigungsmechanismus der Pflageggen chemisch reaktive Substanzen
zeichnet sich durch die Derivatisierung und Konjiaraniedermolekularer Stoffe aus. Den
wichtigsten Entgiftungsmechanismus fir xenobiots@&toffe stellt hierbei die Anlagerung
von Glukose dar (BRTHILLER et al.; 2007), wie bereits unter 6.3.5 beschrieben

Fur Zearalenon ist die Mdglichkeit der Maskierungrah Bildung von Glykosiden bereits

nachgewiesen. In den vorderen Abschnitten des Vierdgstraktes (Magen, Duodenum)
werden diese nicht sehr stabilen Verbindungen sehnell gespalten und sind damit im
Organismus verfugbar. Bei den bisher angewandtaghdden der Toxinanalyse bleiben diese
Konjugate dagegen unentdeckt, d.h. die tatsachlBlowerfigbarkeit eines Toxins ist

maoglicherweise deutlich hoher, als der mit den éiemklichen Methoden analytisch fal3bare
Gehalt (QREIS; 1994).

Fur die vorliegende Untersuchung wirde dies altgslibedeuten, dass mindestens ebenso
viel DON in maskierter wie in analytisch fal3barerdd im Weizen hatten vorliegen missen
(insgesamt 24.000 pgDON/kg Getreide). SchlieRlionnte durch die Verabreichung von
reinem Toxin, im Gegensatz zum naturlich kontanmtere Material, bis zu 6000 pg/kg Futter
kein Effekt verzeichnet werden. Bezlglich der Ergske aus der Kotinkubation misste
somit angenommen werden, dass die Transformatioglichérweise erst durch einen sehr
viel hoheren, durch Demaskierung freigegebenen ngetialt ausgelést wurde. Bel
getreidefrei gefutterten Tieren ware dann damitrechnen, dass aufgrund der sehr viel
geringeren Konzentration und vor allem der sehneltdén Resorption, gar kein Toxin mehr
in den entscheidenden Darmabschnitten ankommEL(FBKY et al.; 1987, ,@GYARTS et
DANICKE; 2006).

Dass es sich bei der Adaptation auch um einen ltgitegigen Prozel3 handelt, konnten
bereits HEDMAN et RETTERSSON(1997) bei Inkubationsstudien mit NIV deutlich gen. Eine
dreitdgige Belastung mit 100 pug NIV/kg KM reichteedbei nicht aus, um entsprechende
Transformationsprodukte nachweisen zu kodnnen. Dagekpnnten in einem weiteren
Belastungsversuch (2,5 bzw. 5 pug NIV/kg) funf vatls Schweinen bereits nach einer
Woche ca. 98 % des verabreichten NIV entgiftenhdam zuvor sichergestellt worden war,
dass vor Versuchsbeginn keines der Tiere deepo&idikonnte. Nach 3-wdchiger
Versuchszeit war auch das sechste Tier dazu ihaige (HEDMANN et FETTERSSON 1997).

Im Zuge dieses Versuches konnte auch ein AnstiggMigabolisierungsrate von DON
erkannt werden.
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Die Befahigung zur Trichothecen-Transformation Kénrals Diagnostikum fir eine
bestehende subakute bzw. chronische oder evt. etuas weiter zurlickliegende Exposition
Verwendung finden. So wurden bei der Beprobung cheeslener Darmabschnitte adulter
Schweine hohe DON-Transformationsraten gefundenywobb unmittelbar vor der

Schlachtung kein Toxin bewul3t verabreicht wurdellarczik et al.; 1994).

Letztendlich korrelliert die Deepoxidierungs-Falegkder Mikroorganismen nicht mit einer
Reduktion der Toxinwirkung bzw. spateren Erholumg diere. Aus den angefiihrten Daten
geht hervor, dass gerade die Tiere mit den hdéch$ramsformationsraten (DQN in
Weizenmischung) auch die starksten Leistungseinbpfsentierten. Demgegenuber zeigten
sich die mit reinem Toxin geflitterten Tiere, tralzr verabreichten hohen Konzentrationen
relativ unbeeintrachtigt, wobei deren Fahigkeit zDON-Metabolisierung schwacher
ausgebildet war.

Wie Metabolisierungsstudien zeigen, &Rt sich D@moraler Aufnahme korrespondierend
zur verabreichten Konzentration in Serum und Unmd( Galle) wiederfinden. DOM-1
dagegen ist, aulBer im Kot, nur in Urin nachzuweid2dLL et al.; 2003). Auch zeigen die
Versuche, dass DON vermutlich mit den flissigenelaeh der Nahrung bereits in den oberen
Abschnitten des MDT (Magen, Duodenum) resorbiertdywila bereits nach 3,4 Stunden das
Resorptionsmaximum erreicht ist.

Deepoxidationsvorgange finden aber erst in denrent®armabschnitten statt. Somit kann
davon ausgegangen werden, dass diese Vorgdnge Bmdeutung hinsichtlich einer
Entgiftung des Toxins im Schwein habenA(ICKE et al.; 2003, GYARTS et DANICKE;
2006). Auch verlauft die Deepoxidierung im Darm waheinlich zu langsam um fir
Erholungseffekte verantwortlich sein zu kdnnen. Kéginte nachgewiesen werden, dass
Bakterien fur eine Deepoxidierung unabdingbar sieinn ein Versatz allein mit Leber-
Homogenat beispielsweise fuhrte nicht zu einer Driglierung. Eine mdgliche Adaptation
an DON muf3 somit anders erklart werdeRIKSEN; 2003).

Zusammenfassend muf nach den bisherigen Erkererinilssron ausgegangen werden, dass
die unterschiedliche Wirksamkeit von DON aus veiestdnen Quellen nicht Gber eine
Transformation durch Darmbakterien in den unteremniabschnitten erklart werden kann.
Auch ist eine Erholung der Tiere trotz anhalten@eposition nicht ohne weiteres tber eine
Adaptation der Tiere (Detoxifizierung durch die Bdlora) zu erklaren, da zum einen in den
kranialen Abschnitten (Magen, Duodenum), also demh d2r Toxin-Resorption, kaum
Transformationsaktivitdt nachgewiesen werden konutel zum anderen eine bereits
vorhandene transformierende Darmflora nicht vorstugigseinbuf3en im Zuge einer DON-
Belastung schitzen kann@KLARzCIK et al.; 1994, BOCHNERet al.; 2001).

Auch ist die Deepoxidierung als Marker fiir eine D@8Blastung ungeeignet, da die Fahigkeit
zur Deepoxidierung nicht unbedingt von vornherarhanden sein mul3 und auch nicht allein
durch den Kontakt mit DON ,erlernt* werden kanrr(ESEN; 2003)
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6.4.3 Organe
6.4.3.1 Enzymatik

Ahnlich den Ergebnissen vonAdAJ und Mitarbeitern (1999) konnten in der vorliegemde
Untersuchung teilweise signifikanten Veranderungkr untersuchten Enzymaktivitaten
festgestellt werden. Der Anstieg der mucosalen AhDurchgang Alaldt einen Dosiseffekt
der Behandlung vermuten.

Allerdings waren die Ergebnisse im zweiten Versablsshnitt nicht zu reproduzieren. Durch
die hohen Streuungen und auch die geringe Zahéideeln ausgewahlten Tiere, welche in
diese Untersuchung eingingen, konnte ein Toxinéfieht abgesichert werden.

Es mul3 aber auch bertcksichtigt werden, dassA¥ und Mitarbeiter NIV verwendeten,
welches nahezu unverandert wieder via Faces audsgdso wurde. Weder im Plasma noch
im Urin konnte NIV oder Metaboliten gefunden werdeétierin besteht der wesentliche
Unterschied in der Pharmakokinetik von NIV und DA)ON wird, im Gegensatz zu NIV,
nach einer sehr schnellen und vollstandigen Rdsorpaus dem Magen (evt. oberer
Darmabschnitt), prim&r und unverandert Uber dennHarsgeschieden RBLUSKY et al.;
1988, HEDMANN; 1996).

Nach der oralen Aufnahme ist DON unveréndert sowohiSerum, als auch in Leber, in
Galle und Urin nachweisbar. Die Gehalte in den &ekr korrellierten mit der
aufgenommenen Toxinmenge. Lediglich im Urin konrgeninge Mengen DOM-1 gefunden
werden. (DLL et al.; 2003, BNICKE et al.; 2008b).

Naheliegend ist, dass die Einwirkung von DON, auwfgk der auf3erst schnellen Resorption
aus Magen und Duodenum, auf die mukosalen ZellenDidemes geringer ist und damit
verbunden direkte Anderungen im Zellstoffwechsedrdblls eher moderat ausfallen. Vor
allem der zweite Versuchabschnitt zeigte allerdindass keine eindeutige Korrelation
zwischen Toxin und Enzymaktivitdtsanderung aufdiésterden kann.

In neueren Studien wurde demgegeniuber die Beesuihgs der Glucoseaufnahme der
Enterozyten beim Schwein untersucht. Eine DON-lgdinProteinbiosynthese-Hemmung
betrifft in erster Linie Gewebe mit einer hohen tenesyntheserate (Darm). Eine
Beeintrachtigung des enteralen Glucosetransportaral damit eine verminderte
Glucosebereitstellung im Organismus ware denkbadoch konnte diese Annahme im
Tierversuch nicht belegt werdengZULL et al.; 2005).

Es ist durchaus mdglich, dass nicht primar eineinteedingte Beeintrachtigung der
Enzymsysteme des Darmes fir die Verdnderung verdlichozeichnet, sondern es sich
vielmehr um eine Folge der verminderten Futterauima und daher um eine sekundar
eintretende Verédnderung handelt. Um diesen Sachlegenauer verifizieren zu kdnnen
muften die Untersuchungen in pairfed-Studien wiealewerden.
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6.4.4 Histologie

Die beobachteten histologischen Veranderungen inrdaleingstrakt konnten nicht
zweifelsfrei mit der Toxingabe korreliert werdens kst jedoch zu beachten, dal3 bei
histologischen Untersuchungen immer nur ein kleidesschnitt des untersuchten Organs
beurteilt werden kann. Um Aussagen zur Konstituttes Gesamtorganismus treffen zu
kénnen, mussen grundsatzlich weitere Befunde mitezogen werden.

Samtliche in der Literatur angefiihrten Angaben ®iologischen Untersuchungen beziglich
einer DON-bedingten Gewebeschadigung erscheinerr oeér weniger unbefriedigend.
Oftmals wurde, aufgrund des Fehlens einer makrasgbpoffensichtlichen Schadigung
ganzlich auf eine histologische Untersuchung vétetc(TRENHOLM et al.; 1994, RTTER et
al.; 1994, RELUSKY et al.; 1994b).

Andere Angaben beziehen sich auf Versuche mit extnehen Dosierungen, die daruber
hinaus zwangsverabreicht wurden. Mit Ausnahme varéNderungen im Bereich des
Magens konnte auch hier kein Zusammenhang mit deingjabe aufgezeigt bzw. es konnten
Schéden durch die Behandlung selbst (Sondenfuggrumcht ausgeschlossen werden
(ARNOLD et al.; 1986, BRSELL et al.; 1987).

Bertcksichtigt man allerdings neuere Studien, sossadi die Ergebnisse bisheriger
Untersuchungen unter Umstanden etwas anders bietragtrden. In Studien, die sich mit der
gleichzeitigen Verabreichung von Trichothecenen UR& befassen, erkannte man, dass es
unter LPS-Einfluld zu einer Toxizitatsteigerung vénchothecenen, insbesondere DON
kommt.

Betrachtet man mogliche Quellen fur eine Endotarwekung, so tritt neben harmlosen
Infektionen des Respirationstraktes (Erkaltungdknerien) mit gramnegativen Bakterien
auch die Darmflora in den Vordergrund. So |aRt gien Beispiel durch gleichzeitige Gabe
von Salmonella typhimuriusbPS und DON (i.p., p.0.) die toxische Wirkung dégkotoxins
verstarken (Bou et al.; 2000).

Eine wichtige Rolle scheinen hierbei moderate Emizingsreaktionen durch "low-dose" LPS
im Wirt zu spielen, welche zwar noch nicht zur Brkwung fihren, aber dennoch in der Lage
sein konnten, die toxische Wirkung anderer Substarighemische, toxische) zu potenzieren
(ZHou et al.; 2000). Diese bedeutende Komponente (Edtrigisgeschehen im Wirt) ist zwar
noch wenig untersucht, verspricht moéglicherweiseratine Antwort auf die Frage nach
unterschiedlichen Empfindlichkeiten gegeniber d&xisthen Wirkung von DON. Die
Translokation gramnegativer Bakterien aus dem Daind bei vorgeschadigter Darmbarriere
(trichotheceninduzierte Apoptose, Entziindung dekdda-/Becherzellen, Darmverletzung)
keine Seltenheit. Auch Krankheiten der Leber, Emdgsumstellungen oder Alkoholabusus
kénnen eine Infektion mit gramnegativen Bakteries dem Intestinum fordern EBTKA et
BonDy; 2000, AHou et al.; 2000).
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Somit scheint die DON-bedingte Schadigung von Genel@hnlich der Effekte auf die
Leistung, nicht ausschlie3lich von der Toxinexposit sondern auch vom EinfluR weiterer
potenzierender Faktoren abhangig zu sein.

Um wirklich sichere Aussagen beziiglich der geweh@&digenden Wirkung von DON in vivo
treffen zu kénnen, muR3te - trotz hohen Zeit- undst€naufwandes - eine deutlich grol3ere
Tier- und Probenzahl einer ausfiihrlichen histoldgen Untersuchung zugefihrt werden.

6.5 Festlegung eines Grenzwertes fir DON

Betrachtet man Untersuchungen mit Toxinkonzentnatiogerade im Bereich des damaligen
Richtwerts von 0,9 mg DON/kg Futter und darunter,ward deutlich, dass kein sicherer
Zusammenhang zwischen auftretender Verzehrdepressid Kontaminationsgrad besteht.
Veréanderungen der Futteraufnahme variieren hiersadven einer Verminderung der
Futteraufnahme um 15% bis hin zu einer um 5% ggestimin Futteraufnahme.

Ferner unterliegen die im Blut messbaren Toxinmeng#e zu den jeweils kritischen
Konzentrationen im Futter gehdren, starken tieviigiellen Variationen (GYARTS et al.;
2005, DENICKE et al.; 2008b). Dieser Sachverhalt deutet darauftiass weitere Faktoren
genau auf diese kritische Konzentration von DON-utter Einflu? nehmen kénnen.

Die grundsatzliche Gefahrdung des Menschen gabsAntar Festlegung von vorlaufigen
Grenzwerten fir die tagliche Aufnahme der ToxinBI(E Tolerable Daily Intake) durch die
Europaische Kommission fur Gesundheit und Verbratsgthutz (SCF; 2002). Die tatsachlich
Exposition des Verbrauchers, sowie die Mdglichkeiteir technologischen Beeinflussung,
stand im Fokus eines komplexen mehrjahrigen Forsgduerbundes Uber die Jahre 2001-
2004 (Q@WrRTuUI et al.; 2005). Hierbei konnte konstatiert werdeass die mittlere Aufnahme
von DON beim Erwachsenen im Mittel unterhalb derzditigen Toleranz von 1ug/kg TDI
liegt. Allerdings ist dieses Maximum bei Kinderrciné schnell ausgeschdpft, erst recht bei
Annahme eines sogenannten ,bad case scenario”.

Aus den bislang erhobenen Daten ist bekannt, dassch bei DON um eine geféhrliche
Substanz handelt, deren Auftreten und damit aucl Bontamination von Lebensmitteln,
nahezu unvermeidlich ist (E&ELHARDT, 2008). Jedoch kann das tatsachliche
Gefahrdungspotential, gerade im unteren Dosiskheremmch immer nicht ausreichend
abgeschatzt werden. Die uneinheitlichen Ergebnisss Versuchen mit natirlich
kontaminiertem Getreiden und der reinen Substaigereein sehr komplexes Muster auf.
Aber auch im Hinblick auf die Beteiligung weiterexischer Faktoren bleibt im natirlich
kontaminierten Material DON als Indikatorsubstamgkdssionswuirdig (GrTul et al.; 2005,
EFSA, 2004a & b).
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Fur die Festlegung eines Grenzwerts ist die Dagenlauch nach vielen Untersuchungen und
Versuchen, eigentlich immer noch nicht ausreicheBdrade wegen der ungenigenden
Beziehung von Belastung, Kklinischen Parametern l.(inkeistungseinbuf3en) und
Toxinkonzentration in physiologischen Substrateriltl eine realistische Einschatzung
unmdglich, solange die entscheidenden Begleitfaktdrizw. Mechanismen unbekannt sind
(DANICKE et al.; 2008Db).

Ungeachtet dessen gelten seit 2007 die von der &tdriission vorgegebenen
Bestimmungen zur Festlegung der Ho6chtmengen besamnKontaminanten in
Lebensmitteln, in der unter anderem Grenzwert®fON festgelegt sind (Tabelle 25).

Tabelle 25 Auszug aus der Verordnung (EG) Nr. 1882006 der Kommission vom 19. Dezember
2006 zur Festsetzung der Hochstgehalte fir bestimmtKontaminanten in Lebensmitteln
(EUROPAISCHE KOMMISSION, 2006)

Hochstwerte fir Deoxynivalenol in Lebensmitteln wi e in pg/kg
Andere unverarbeitete Getreide als Hartweizen, Haferund Mais 1250
Unverarbeiteter Hartweizen und Hafer 1750
Unverarbeiteter Mais 1750
Getreidebeikost und andere Beikost fur Sauglinge und Kleinkinder 750
Teigwaren (trocken) 750
Brot (einschlieBlich Kleingeback), feine Backwaren, Kekse, Getreide-Snacks und 500
Fruhstickscerealien

Getreidebeikost und andere Beikost fur Sauglinge und Kleinkinder 200

6.6 AbschlieRende Schluf3folgerungen

Zusammenfassend zeigt die vorliegende Untersuclufgdass sich aufgrund einer DON-
Kontamination nicht konkret auf toxische Effekténlgef3en 143t und sich bei der genaueren
Erforschung dieses Sachverhalts unvermeidlich Saigkieiten ergeben.

Die labortechnischen Gewinnung von Deoxynivalendttals Reiskulturen gestaltet sich
mitunter komplex. So verlieren auf nahrstoffreichietedien kultivierte Pilzstamme mit
fortschreitender Lagerdauer ihre Fahigkeit zur @ig grol3er Toxinmengen. Ein ahnlicher
Effekt wird bei andauernder Uberimpfung dessellsetates beobachtet.

Die Kultivierung als solche scheint nicht standsietbar, was sich aus teilweise erheblich
voneinander abweichenden Toxinbildungsraten in Agtgkeit der Charge ableitet. Nicht
zuletzt aus diesem Grund ist die Isolierung gradengen 3-ADON (DON) aus Reiskulturen
von Fusarium graminearunmach wie vor mit einem erheblichem Arbeits- undataidwand
verbunden. Dieser scheint jedoch aufgrund der lbezien Ausbeute und des nach wie vor
hohen Preises fur beide Toxine gerechtfertigt.
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Fur die Beurteilung der Gesamttoxizitdt eines Fuatittels werden oftmals Zellkulturtests
angewendet. Wie in den vorliegenden Untersuchuggerigt, konnen toxinbedingte Effekte
jedoch durch diverse Matrixeinflisse uUberlagert deer D.h. ausin vitro-Verfahren
abgeleitete "relative Toxizitaten" gelten strengy@@men nur fur ein und diesselbe Matrix.
Ein Vergleich unterschiedlicher Futtermischungemesat demgegeniber nicht maglich.

Wahrend bei Untersuchungen mit Zellkulturen eindgutDosis-Wirkungs-Beziehungen
aufgestellt werden konnen, scheint diasvivo nicht realisierbar zu sein. DON wirkt in
Abhangigkeit seiner "Umgebung" u./o. ist in seindétirkung durch weitere Faktoren
beeinfluBt. So scheint z. B. bereits ein restragivFltterungsregime einen Toxineffekt zu
Uberdecken.

Aufgrund der "Unwirksamkeit" von bis zu 6000 pg D@Mkg Futter in getreidefreier Diat

kann DON nicht allein fir beobachtete Leistungsef$dn verantwortlich gemacht werden.
Weitere Faktoren, wie beispielsweise Toxin-Maskigru Synergismen, Haltungs-und
Umweltbedingungen, Futterungsregime und Grundfistbevie tierindividuelle Eigenschaften
mussen in Betracht gezogen werden.

Ferner darf nicht auf3er Acht gelassen werden, dasser noch unbekannte Substanzen
zusatzlich an einer Wirkungspotenzierung betesliggh kbnnen. Bislang herrscht immer noch
Unklarheit dariber, wodurch Symptome wie Inappetend Futterverweigerung, aus denen
sich letztlich verminderte Zunahmen und Wachstugeleen, tatsédchlich verusacht werden.
Eine direkte Einwirkung auf GIT kann nicht eindgutielegt werden, ebenso auch nicht die
indirekte Beeinflussung durch Hyperamminoacidamiachweislich kommt es zu einer

verstarkten serotoninergen Antwort, jedoch kanre airekte Rezeptorwirkung auch nicht

bewiesen werden.

DON wirkt je nach Konzentration und Aufnahmemodusmmiunmodulierend durch

Beeinflussung der Interleukinproduktion und dan@t &erum-IgA-Gehalte. Die etiologische
Bedeutung von DON hinsichtlich der Entstehung eitggk-Nephropathie wird aus den
beschriebenen Zusammenhangen ersichtlich. Inwiedieinhatirliche Belastung der Lebens-
und Futtermittel tatsachlich far die Entstehung vammunologisch bedingten

Nierenveranderungen verantwortlich zeichnet ist bisute vollig ungeklart. Es ist

offensichtlich, dass auf diesem Gebiet dringenaes¢hungsbedarf besteht.

Der festgestellten, deutlich reduzierten Transfaionafahigkeit von DON zu DOM-1 bei
getreidefrei gefltterten Tieren liegen moglichesgezwei Ursachen zugrunde. Zum einen
wird die Fermentation im Magen-Darmtrakt in Abhaygit des Futtermittels (Weizen-
Kartoffel) sicherlich unterschiedlich beeinfluBturd anderen konnte das zudotierte, also
leichter zugangliche Toxin bereits im Magen bzwn dderen Darmabschnitten vollstandig
resorbiert worden sein. Trotzdem zeigten dieseeJign Gegensatz zu den mit Weizen
gefltterten Schweinen, keinerlei Leistungseinbul3en.
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Die unterschiedliche Wirksamkeit von DON (nattrlgymthetisch) im Organismus scheint
somit nach den vorliegenden Ergebnissen nicht dernhunterschiedliches "Adaptations-
verhalten" der Darmmikroflora erklarbar, vor allemch, weil diese eher in den unteren
Darmabschnitten - also zu spat - erfolgen .

Fusarinsdure scheint, zumindest im vorliegenden, Fahsichtlich eines synergistischen
Effektes bei den mit Weizen gefltterten Tieren &eRolle zu spielen. Da jedoch das
Vorkommen einer Vielzahl weiterer toxischer Metatesl in dem inokulierten Material
madglich ist, kdnnen synergistische Wirkungen alsts® nicht grundsatzlich ausgeschlossen
werden.

Die urspringliche Fragestellung, néamlich diejenigenzentration an reinem DON zu
ermitteln, die erste LeistungseinbulBen beim Schweawirkt, konnte aufgrund der
beschriebenen "Unwirksamkeit" des zudotierten DON 6000 pg/kg) nicht geklart werden.
Klare Dosis-Wirkungsbeziehungen lassen sich sonahdiber eine definierte orale Gabe von
reinem DON nicht aufstellen, da neben der Toxinkomation moglicherweise weitere
Faktoren die Leistungsentwicklung mit beeinfluss&ies wirde unabhangig von den
verschiedenen, in der Literatur beschriebenen \dasansatzen, unterschiedliche Wirkungen
bei gleicher Toxinkonzentration verstandlich machen

Durch die Verabreichung einer halbsynthetischenoRatind damit den Ausschluld einer
potentiellen Fusarienkontamination einzelner Fb#standteile konnte gezeigt werden, dass
auftretende Toxineffekte nur unter Mitwirkung weée Faktoren entstehen kdnnen. Dies
wirft die Frage nach dem eigentlichen Auslésemeisinanms auf, denn im natirlich
kontaminierten Material findet niemals nur die iedke Produktion eines Stoffes statt.
Vielmehr produzieren Mikroorganismen im Sekunddfatechsel einen ganzen Cocktalil,
deren einzelne Substanzen evt. noch gar nichtoakannt sind. Bedeutung hat dies v.a. im
Hinblick auf die menschliche Gesundheit. Denn sgéadie relevanten Faktoren unbekannt
bleiben, beruhen auch Grenzwerte auf unzureicher@amdlagen und eine madgliche
Langzeitwirkung auf den Menschen kann in keiners&'@ingeschatzt werden.

Zur Klarung eindeutiger Dosis-Wirkungsbeziehungémd sweitere umfassende Versuche
erforderlich. Um aussagekraftige Daten zu erhddentarf es allerdings u.a. pair-fed-Gruppen,
sehr hoher Tierzahlen, eines homogenen Tiermaterikds Ausschlusses einer moglichen
Vorbelastung (Elterntiere, Aufzucht) und geeignetdethoden zur Probengewinnung
(Katheter). Die hierfir notwendigen Versuchskoneepind extrem aufwandig, kostspielig
sowie nur schwer mit dem Tierschutzgesetz vereinlpadt daher in der Praxis kaum
umzusetzen. Die endgultige Beurteilung einer Witkum vivo, ausgehend von
unterschiedlichen DON-Konzentrationen im Futteddré einer sukkzessiven Aufklarung der
hieran beteiligten Mechanismen.
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Solange der Grund fir die unterschiedliche Wirkwmog DON aus verschiedenen Quellen
nicht aufgeklart ist, ist die Vorhersage bzw. Beiung einer Wirkung, aufgrund einer
bestimmten im Futter vorliegenden Konzentration dathit eine Einschatzung des von DON
ausgehenden Risikos, nicht moglich!

Um das Risiko DON-kontaminierter Futtermittel albfaen zu konnen ist die weitere
Aufklarung der unterschiedlichen Wirksamkeit von ®0On Abhéangigkeit der Herkunft
unabdingbar. Dies umfasst insbesondere die Aufktiirder Stoffwechselwege, Studien
hinsichtlich einer Resorption des Toxins in Abh&kegit der Darreichungsform sowie des
Ausscheidungsmodus. Voraussetzung hierfur ist didgklArung derin vivo zugrunde

liegenden Wirkmechanismen, Schritt fir Schritt untefinierten Bedingungen:

1. sukzessive Berucksichtigung einzelner Faktoren. (&gnergismen, Umwelt, Futter,
Tiermaterial)

2. Wirkung auf das serotonerge System

3. Einflisse nicht toxischer Inhaltsstoffe

4. maogliche Interaktionen zwischen verschiedenen kersiaxinen.

In der Praxis jedoch ist die Umsetzung der hiediforderlichen Versuche kaum maoglich

bzw. finanzierbar.

Inwieweit DON auch in den oberen Darmabschnittemgformiert wird, insbesondere ob
diese Form der Entgiftung bei praxisiblichen nigeini Konzentrationen tber einen langen
Zeitraum eine Rolle spielt, ware Gegenstand weiterehtiger Folgeuntersuchungen.

Da Ergebnisse aus vitro-Studien nicht ohne weiteres auf vivo-Verhaltnisse Ubertragbar
sind, werden weitere Tierversuche, die detaillregestaltet werden missen, unabdingbar.
Gerade im Hinblick auf Grenzwertdiskussionen untsichtlich der Tatsache, dass es bislang
praktisch nur Toxizitatsstudien bei der Maus gitie letzendlich den heute gultigen TDI-
Wert begrinden, sind - unabhéngig von Zeit- undt&usufwand - Langzeitstudien mit
anderen Spezies als der Maus dringend notwendiguemer verla3lichen Einschatzung der
Toxizitat zu gelangen.

Will man die beim Menschen gegebene lebenslangeakue geringer Mengen an DON in
einen Tierversuch Ubertragen, so erfordert das legs®ndere Versuchskonstruktion wie in
etwa in Form eines Mehrgenerationenversuchs. Dielen Versuch eingehenden Ferkel
mussten beispielsweise unter DON-Einwirkung grof3dee und sich reproduzieren. Die
Nachkommen aus diesen Tieren konnten dann auftegtgee Schaden untersucht werden.
Die Kosten eines solchen Versuchsverhabens warem ka ermessen, da erheblich grof3ere
Toxinmengen erforderlich waren und dartber hinawesFbrderung nach standardisiertem
Futter weiterhin aufrechterhalten werden muf3.

Es laRt sich nachvollziehen, dass derartige Vesuarhaben aus Kostengriinden, aufgrund
des hohen Zeitbedarfs und letztlich auch aus dtars&rinden nicht realisierbar sind. Aber
letzendlich ware nur so eine realistische Abschigaiariber moglich, inwiefern der Mensch
durch Mykotoxine wie DON gefahrdet ist.
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7 ZUSAMMENFASSUNG

In der Literatur finden sich zahlreiche widerspiictte Angaben zur Wirkung des
Mykotoxins Deoxynivalenol (DON) bei Schweinen, wobmeeist fur natirlich mit DON
kontaminiertes Futter (DON) starkere Wirkungen beobachtet wurden als fiir #i@ghsmit
DON-Reinsubstanz kontaminiertes Futter (DG@IN In dieser Arbeit wurde der Einflul3 von
Deoxynivalenol (DON) auf die Entwicklung wachsend&chweine untersucht. Von
besonderem Interesse war hierbei die Frage, inviiieline natirlich kontaminiertes Futter
beobachtete Wirkungen (DQN auch durch Verfutterung einer mit DON-Reintoxin
kunstlich kontaminierten, getreidefreien Futternxa(DON(.in) reproduziert werden kénnen.
Hierzu wurden mannliche L&uferschweine einerseiis @mer naturlich kontaminierten
Getreideration und andereseits mit einer getrediirRation auf Kartoffelbasis unter Zusatz
von Reintoxin geflttert.

Aufgrund der baulichen Gegebenheiten sowie desdimrtzrechtlichen Bestimmungen, wurde
das Projekt in Teilabschnitten umgesetzt. Neben ldgstungsparametern Futteraufnahme
und Gewichtsentwicklung wurden ferner Parameter wglut, Darmenzymatik,
Gewebeveranderungen und DON-Metabolisierung imukaersucht.

Zur Abschatzung der erforderlichen Toxingehalte féin sicheres Auftreten eines
Toxineffektes wurden in einem Vorversuch (Durchgakygjeweils 5 Tiere parallel mit
2000 mg/kg und 4000 mg/kg DQNbzw. DONei, belastet. Das Futterungsregime entsprach
einer restriktiven Futtervorlage, welche so bemesgar, dass sie einad libitumFutterung
entsprechen sollte. Zu jeder Belastungsgruppe iderjeFuttervariante wurde eine
Kontrollgruppe mitgefihrt.

Die Ergebnisse aus dem ersten Durchgang (A) zeigtiglich Trends hinsichtlich einer
moglichen Toxinwirkung auf. Insbesondere Tiere datirlichen Belastungsgruppe wiesen
Gewichtseinbul3en auf. Demgegeniber waren in depgeruDONei, trotz der hohen
Toxinbelastung, keine Unterschiede der Leistungspater festzustellen.

In einem zweiten Durchgang (B) wurde daraufhin jéswvé& Tieren ausschliel3lich eine
kontaminierte Weizenration mit einer DON-Belastwan 4000 mg/kg und 6000 mg/kg
verabreicht, und im Anschlufd daran in einem dribemchgang (C) wiederum jeweils 5 Tiere
ausschlief3lich mit DOMN, in Héhe von 4000 mg/kg und 6000 mg/kg in einerejdefreien
Futtermatrix belastet. Auch das Futterungsregimedevin diesen beiden Abschnitten an eine
ad libitum-Fatterung adaptiert.

Das variierte Versuchsverfahren in Durchgang B lisf@@nifikante Unterschiede in
Gewichtsentwicklung und Futteraufnahme der Tiekemmen, im gleichermalen gestalteten
Durchgang C konnte jedoch kein Einflu3 des zugésetreinen DON in der getreidefreien
Diat abgeleitet werden.
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Die Untersuchung der Blutparameter lieferte keierhaltspunkt auf einen systemischen
Toxineffekt. Veranderungen einzelner Parameteetraporadisch und inkonstant auf. Die
Thyroxingehalte stiegen nur in der Versuchsgruppe reinem Toxin regelmallig in den
Durchgangen A und C gegen Versuchsende an. In dechBéngen A und B lagen die T4-
Werte der getreidehaltig geflutterten Gruppen delutlhdher, als die der getreidefrei
gefltterten Tiere, was allerdings der Diat zuzusitien war.

In Versuchsdurchgang B fiel der Blut-Triglyceridgdéthmit einem signifikanten Anstieg auf,
allerdings nur in der mittleren Belastungsgrupp@0dng/kg DON.i,. Dagegen konnte in
diesem Abschnitt ein signifikanter SDH-Anstieg &r Gruppe DOMN,gefunden werden.

Bezuglich der IgA-Gehalte im Serum waren zwischen Behandlungen keine Unterschiede
zu erkennen. Mit zunehmendem DON-Gehalt im Futie® Isich lediglich ein Trend zu
hoheren IgA-Gehalten feststellen, der bei Verabrgig von DONy deutlich ausgepragter
erschien.

Die Fahigkeit der Darmmikroflora (aus dem RektuDHN zu dem Metaboliten Deepoxy-
Deoxynivalenol (DOM-1) zu transformieren war sowebh der Darreichungsform und der
Toxinmenge als auch vom Fultterungsregime abhanDigr Anteil transformierender

Mikroorganismen im Kot nahm unabhéngig von der Biahungsform mit steigender

Toxinkonzentration im Futter zu. Bei den Kontra@len dagegen war kein einheitliches
Muster abzuleiten.

Ein EinfluR des Toxins auf den Proteingehalt dernaukosa sowie der ALT- und-
KGDH-AKktivitat der Enterozyten war nicht eindeutig bestimmen.

Histologisch liel3en sich vereinzelt deutlich Verénohgen der Mukosa von Magen und Darm
finden, allerdings traten diese Veranderungen elleninabhangig von der Behandlung auf.

Diese Arbeit zeigt den grundséatzlichen Unterscihedtglich der Efffekte von DON als
Reinsubstanz und als natirlich gebildetes Toxikontaminiertem Getreide auf. Die bislang
festgestellten toxischen Wirkungen von DON sindeiall durch Verabreichung der
Reinsubstanz ohne natirliche Matrix nicht reproeidoar. Das heildt, dass im naturlich
kontaminierten Futter ein oder mehrere andere ¢beis Agentien zu den
Vergiftungssymptomen beitragen oder diese sogascalisi3lich verursachen. Andererseits
ist bei Vergiftungsfallen in der Praxis immer au€ON in entsprechenden Mengen
nachzuweisen, DON kénnte somit als Leitsubstanamanwerden. Um die Zusammenhange
und auch um eine sichere Einschéatzung der Gefagrdurch diese Substanz gewahrleisten
zu konnen, sind hierzu weitere Untersuchung erftiche Aber sowohl hinsichtlich der
Kosten und des Aufwandes als auch unter Tierschpétkden sind die aufzustellenden
Versuchskonzepte nur sehr schwer umsetzbar.
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8 SUMMARY

Publications show a considerable amount of inctersisnformation for effects of mycotoxin
deoxynivalenol in pigs. Naturally contaminated fe€BONnat) seem to cause more severe
effects than pure DON in artificially contaminateegd (DONyre.

This study examined the development of growing piggler DON-influence. Most
interestingly was the question, wether effects @MNDcontaminated feed (DONnat) could be
replicated using a grainless diet containing pu@ND(DON,.9. Therefore a group of male
pigs were fed a diet containing naturally contarredavheat and compared to another group
fed a grainless diet based on potato supplemented@Nyyre.

Due to the building capacity and for reasons ofrehiwelfare, the project had to be divided
in several parts. Beside the performance paramigtedsintake and weight development other
parameters (blood, intestinal enzymes, tissueatiters and DON-metabolisation in feces)
were examined.

To estimate the required DON dose to provide aet@iic effects a preceding study (PAjt
was drawn consisting of 4 groups with 5 animalsheddhe treatment was both naturally
contaminated wheat diet and pure DON in grainlegsatp diet. The contents in both diets
were 2000 mg/kg and 4000 mg/kg DRNespectively DO The amount of food was
calculated corresponding to ad libitum feeding. fgvigeatment group was compared to a
control group.

The results of Part A only showed slight trendsceoning a possible toxic effect. Especially
the naturally contaminated group demonstrated wéaogis. In contrast, there was no evidence
of any toxic effect in the DON—group concerning performance.

In a second study (Part B) 3 groups comprising Bnals each received wheat diet,
exclusively, containing 4000 mg/kg and 6000 mg/KQNR,: and control group, followed by
Part C, altered by feeding grainless potato di¢ worresponding amounts of DQIN Also
the feeding regime was changed to a real ad libfeeding.

The trial variation in Part B showed significantfeliences in weight gain and feed intake.
These were not reproducible in Part C, no effecadrhitted DONyin grainless diet was
derived.

The examination of blood parameters gave no evaleha systemic toxic effect. Alterations
of single parameters were inconstant and interntit®nly the thyroxin levels increased in
the grainless group during Parts A and C at theofm@ch trial. In Part A and B the levels in
the wheat diet groups increased, indicating arcetiethe diet.
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In Part B, the blood triglycerides showed a siguaifit rise, but only in the group with medium
exposure of pure DON (4000 mg D@N/kg). In contrast, a significant rise of SDH corigen
was found in the contaminated wheat diet group (RPN

Regarding the serum IgA-levels no differences betwthe treatments could be diagnosed.
With higher DON-levels in food a distinct trend liagher IgA-levels, esp. in the naturally
contaminated group (DQJ), could be assessed.

The ability of Intestinal flora (rectum) for DON-geadation (DOM-1) depended on both, sort
of food (ingredients) and dosage and also the mgedkgime. The fraction of transforming
microorganisms in faeces rose with increasing taxintents independent of diet. In contrast,
the control animals showed no consistent pattern.

The influence of protein content of intestinal ms&and activity of ALT an@-KGDH in
enterocytes could not be identified clearly.

Several mucosal variations of stomach and intestie@e determined in histological
examination. These changes also appeared indefgesfdezatment.

This study showed basic differences of pure DON RN from a naturally contaminated
source, referring to toxic effects. Only pure DOMhaut natural material cannot bring out
any toxic effect, which was described up to nowaflimeans, there must be ne or more
further agents in naturally contaminated matesafporting or just releasing an intoxication.
On the other hand, in cases of intoxication DONdetected regularly. Therefore the
conclusion for DON as leading substance may beébksit@d. For connections and a reliable
estimation of the risks through this substanceth&rr examinations are necessary. But
expenses, complexity and also animal welfare reagsuake the realisation of required trials
very difficult.
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Tabelle 26 Bezugsquellen der fiur die enzymatischésntersuchung verwendeten Chemikalien.
Chemikalien Lieferant Charakteristik Bestell-Nr.
a-Ketoglutarat Sigma Chem. disodium salt K 3752
a-Ketoglutarate DH Sigma Chem. from porcine heart K 1502
Bocine Serum Albumine | Roche fraction V for standard applications lyophylisate 775860
(>95% Protein)
Coenzym A Roche grade |, free acid lyoph., 85% red. CoA 103 441
Dithiotreitol Sigma Chemical | min. 99 % (titration) D 0632
EGTA Sigma Chem. free acid min. 97 % E 4378
Ethanol Merck absolut zur Analsye 1.00983.2500
HEPES Sigma Chem. free acid min. 99,5 % (titration) H 3375
K3PO4 x 7 H,O Merck zur Analyse 1.05103.0500
KCI Merck zur Analyse 1.04936.1000
Mannitol Sigma Chem. M 4125
MgCL, x 6 H,O Merck zur Analyse 1.05833.0250
Na;HPO4 x 12 H,O Merck zur Analyse 1ISO 1.06579.1000
NaCl Merck zur Analyse 6404
NAD Roche grade |, free acid lyoph. approx. 100 % 127 965
NaH>PO4 x H,0 Merck zur Analyse ACS 1.06346.1000
Phosphorsaure Merck zur Analyse 1SO, 85 % 1.00573.1000
Serva Blau Serva serva 35050
Thimerosal Sigma Chem. T 5125
Tris-HCI Merck zur Analyse 1.08219.0100
Triton X-100 Merck zur Analyse 1.08603.1000
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Tabelle 27 Empfehlungen zur Energie und Proteinvemrgung von Ferkeln pro Tier/Tag (DLG-
Futterwert-Tab.) basierend auf Futterprotein mit 5,3 % Lysin, 3,2 % Methionin +
Cystin, 3,5 % Threonin, 4,2 % Isoleucin und 1,3 % Typtophan und Protein-
verdaulichkeit ca 83 %

Tagliche Lebendmassebereich (kg)

Zunahmen

(9

5 10 15 20 25

Umsetzbare Energie (MJ)

100 2,6 - - -

200 4,3 5,2 6,0 -

300 6,0 7,1 8,0 9,0

400 - 8,9 10,0 11,2

500 - - 12,0 13,3

600 - - - 15,5
Rohprotein (g)

100 46 - - -

200 75 86 96 -

300 105 117 128 136

400 - 148 160 168

500 - - 192 201

600 - - - 233
Lysin (g)

100 2,4 - - -

200 4,0 4,6 51 -

300 5,6 6,2 6,8 7,2

400 - 7,9 8,5 8,9

500 - - 10,1 10,6

600 - - - 12,3

Tabelle 28 Anteile einzelner Hauptkomponenten der itermischungen in % der Trockensubstanz.

Weizenration g/100g i.d.Mischung TS in %

Magermilchpulver 15 14,06

SiuRmolkenpulver 15 14,51

Kartoffeleiweil3 10 9,20

Weizen LB geschrotet (alternativ TA/SA) 52 46,57

Weizen SA geschrotet (alternativ TA/LB) 52 46,40

Weizen TA geschrotet (alternativ LB/SA) 52 46,05

Kartoffelration g/100g i.d.Mischung TS in %

Magermilchpulver 15 14,06

SiuRmolkenpulver 15 14,51

Kartoffeleiweil3 15 13,81

Kartoffelinstantpulver 38 35,53
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Tabelle 29 Einzeldaten derGewichtsentwicklung der iere in Durchgang A Futterregime restriktiv
Diat Tier Kdrpergewicht [kg]
Tag O Tag 7 Tag 14 Tag 21 Tag 28
WO 1 13,5 16,7 20,3 24,7 28
2 12,6 15,7 18,9 23,3 26,4
3 11,2 12,8 16,9 21,6 25,1
4 10,3 13,5 15,5 19,6 22,5
5 11,3 14 17,6 21,7 24,9
MW 11,8 14,5 17,8 22,2 25,4
Stabw. 1,3 1,6 1,8 1,9 2
rel. Stabw. 10,73 11,1 10,33 8,68 8,02
W 4000 6 13,3 15,7 19,3 23,7 26,7
7 12,1 14,3 17,8 21,6 24,2
8 11,7 14 17,7 21,2 23,7
9 11,1 13,4 16,8 21,4 23,9
10 10,3 12,3 15,4 19,2 21,9
MW 11,7 13,9 17,4 21,4 24,1
Stabw. 1,12 1,25 1,43 1,6 1,7
rel. Stabw. 9,59 8,94 8,24 7,46 7,07
11 15,9 19,2 23,8 29 33,2
Ka 0 12 14,3 17,6 21,6 26,9 30,5
13 11,3 14,3 17,6 22,5 24,6
14 11 13,6 17 21,4 24,2
15 9,8 11,7 14,4 18,5 21,5
MW 12,5 15,3 18,9 23,7 26,8
Stabw. 2,54 3,06 3,77 4,25 4,87
rel. Stabw. 20,37 20 19,97 17,94 18,19
Ka 4000 16 14,7 17,2 21,1 25,9 28,9
17 14,3 17,5 21,4 26 29,9
18 11,6 14,4 17,8 21,1 24,2
19 11,5 13,9 17 21,7 25
20 9,8 11,1 14,3 18 20,6
MW 12,4 14,8 18,3 22,5 25,7
Stabw. 2,07 2,63 2,97 3,42 3,77
rel. Stabw. 16,71 17,76 16,24 15,15 14,68

W = Weizen, Ka = Kartoffel, 0/4000 = 0/4000 pg D®ylFutter, MW = Mittelwert, Stabw =

Standardabweichung, rel. Stabw. = relative Standargdeichung
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Tabelle 30 Einzeldaten der taglichen Zunahmen deri&re in Durchgang A Futterregime restriktiv
Diat Tier Zunahmen [g/Tier/T]
Woche 1 Woche 2 Woche 3 Woche 4
WO 1 457 514 629 464
2 443 457 629 443
3 229 586 671 500
4 457 286 586 407
5 386 514 586 457
MW 394,3 471,4 620 454,3
Stabw. 97,2 113,4 35,9 33,7
rel. Stabw. 24,65 24,05 5,78 7,42
W 4000 6 343 514 629 421
7 314 500 543 364
8 329 529 500 357
9 329 486 657 350
10 286 443 543 386
MW 320 4943 574,3 375,7
Stabw. 21,67 32,89 65,78 28,84
rel. Stabw. 6,77 6,65 11,45 7,68
Ka 0 11 471 657 743 600
12 471 571 757 514
13 429 471 700 306
14 371 486 629 393
15 271 386 586 421
MW 402,9 514,3 682,9 446,9
Stabw. 84,15 103,51 73,82 113,45
rel. Stabw. 20,89 20,13 10,81 25,39
Ka 4000 16 357 557 686 421
17 457 557 657 557
18 400 486 471 443
19 343 443 671 464
20 186 457 529 364
MW 348,6 500 602,9 450
Stabw. 101,32 54,4 96,57 70,53
rel. Stabw. 29,07 10,88 16,02 15,67

W = Weizen, Ka = Kartoffel, 0/4000 = 0/4000 pg D®ylFutter, MW = Mittelwert, Stabw =

Standardabweichung, rel. Stabw. = relative Standargdeichung
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Tabelle 31 Einzeldaten der taglich aufgenommenen Rermenge der Tiere in Durchgang A
Futterregime restriktiv
Diat Tier Futteraufnahme [g TS/Tier/T]
Woche 1 Woche 2 Woche 3 Woche 4
wWo 1 557 708 917 1156
2 537 677 867 1108
3 490 567 817 1073
4 459 613 737 990
5 497 620 804 1081
MW 508 636,9 828,6 1081,7
Stabw. 39,1 55,8 68 60,9
rel. Stabw. 7,7 8,76 8,21 5,63
W 4000 6 552 667 913 1111
7 515 622 837 1064
8 506 614 837 1051
9 496 596 821 1048
10 458 557 733 977
MW 505,2 611,2 828,1 1050
Stabw. 33,9 39,9 63,87 48,3
rel. Stabw. 6,71 6,53 7,71 4,6
Ka 0 11 639 781 1039 1318
12 592 735 964 1247
13 496 634 827 1049
14 484 607 809 1053
15 442 537 712 958
MW 530,4 658,6 870,2 1125,1
Stabw. 81,73 98,65 130,43 150,74
rel. Stabw. 15,41 14,98 14,99 13,4
Ka 4000 16 603 712 947 1189
17 592 731 956 1210
18 502 634 835 1053
19 500 613 850 1086
20 442 508 669 937
MW 527,6 639,5 851,3 1094,9
Stabw. 67,97 89,09 115,83 110,58
rel. Stabw 12,88 13,93 13,61 10,1

W = Weizen, Ka = Kartoffel, 0/4000 = 0/4000 pg D®§lFutter, TS = Trockensubstanz, MW = Mittelwert,
Stabw = Standardabweichung, rel. Stabw. = relatandardabweichung
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Tabelle 32 Einzeldaten der Gewichtsentwicklung defiere in Durchgang B Futterregime ad lib.
Diat Tier Kdrpergewicht [kg]

Tag O Tag 7 Tag 14 Tag 21 Tag 28

WO 1 15 20,2 26,5 31,1 36,4
2 14,2 19,5 25,7 32,4 38,5

3 13 17,9 24 30,5 36,2

4 12,8 18,2 24,5 28,8 34

5 9,9 14,2 19,1 23,5 28,1

MW 13 18 24 29,3 34,6

Stabw. 1,94 2,32 2,89 3,47 3,99
rel. Stabw. 14,96 12,9 12,06 11,86 11,51

W 4000 6 15,7 18,8 24,2 28,6 33
7 14,1 18 22,7 26,6 29,5

8 13,2 18,3 23,2 28,8 33,2

9 11,8 13,7 17,8 225 26,5

10 11,1 14,9 19,4 23,6 27,2

MW 13,2 16,7 21,5 26 29,9

Stabw. 1,83 2,29 2,73 2,87 3,14
rel. Stabw. 13,9 13,65 12,7 11,03 10,52

W 6000 11 14,6 16,9 21,3 26,1 29,6
12 13,6 16 20,4 24,9 28,4

13 13,5 16,3 19,4 219 25,9

14 11,3 12,8 15,5 18,8 22,7

15 10,5 12,2 15,3 20,3 23,8

MW 12,7 14,8 18,4 22,4 26,1

Stabw. 1,72 2,17 2,8 3,06 2,93
rel. Stabw. 13,56 14,63 15,25 13,68 11,25

W = Weizen, 0/4000/6000 = 0/4000/6000 pg DON/kdggfuMW = Mittelwert, Stabw = Standardabweichung,

rel. Stabw. = relative Standardabweichung

Tabelle 33 Einzeldaten der taglichen Zunahmen deri€re in Durchgang B Futterregime ad lib.
Diat Tier Zunahmen [g/Tier/T]
Woche 1 Woche 2 Woche 3 Woche 4
WO 1 743 900 657 757
2 757 886 957 871
3 700 871 929 814
4 771 900 614 743
5 614 700 629 657
MW 717,1 851,4 757,1 768,6
Stabw. 63,41 85,48 170,53 80,43
rel. Stabw. 8,84 10,04 22,52 10,47
W 4000 6 443 771 629 629
7 557 671 557 414
8 729 700 800 629
9 271 586 671 571
10 543 643 600 514
MW 508,6 674,3 651,4 551,4
Stabw. 167,7 68,81 92,91 90,12
rel. Stabw. 32,97 10,2 14,26 16,34
W 6000 11 329 629 686 500
12 343 629 643 500
13 400 443 357 571
14 214 386 471 557
15 243 443 714 500
MW 305,7 505,7 574,3 525,7
Stabw. 76 114,55 153,66 35,57
rel. Stabw. 24,86 22,65 26,76 6,77

W = Weizen, 0/4000/6000 = 0/4000/6000 pg DON/kdegFuMW = Mittelwert, Stabw = Standardabweichung,

rel. Stabw. = relative Standardabweichung
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Tabelle 34 Einzeldaten der taglich aufgenommenen Rermenge der Tiere in Durchgang B
Futterregime ad lib.
Diat Tier Futteraufnahme [g TS/Tier/T]
Woche 1 Woche 2 Woche 3 Woche 4
WO 1 936 1188 1228 1440
2 1009 1321 1515 1694
3 932 1133 1373 1696
4 919 1084 1179 1398
5 799 908 963 1300
MW 919 1126,9 12515 1505,8
Stabw. 75,78 150,94 208,15 180,05
rel. Stabw. 8,25 13,39 16,63 11,96
W 4000 6 838 961 1096 1168
7 846 968 1163 990
8 923 1160 1318 1344
9 555 740 979 942
10 765 877 983 1183
MW 785,5 941,3 1107,8 1125,5
Stabw. 140,26 153,2 141,04 162,04
rel. Stabw. 17,86 16,28 12,73 14,4
W 6000 11 668 785 1059 1058
12 687 920 1202 1211
13 706 698 686 749
14 474 550 716 910
15 490 607 865 1034
MW 605,1 712 905,6 992,3
Stabw. 113,39 146,64 222,02 173,09
rel. Stabw. 18,74 20,6 24,52 17,44

W = Weizen, 0/4000/6000 = 0/4000/6000 pg DON/kdegFuTS = Trockensubstanz, MW = Mittelwert, Stabw =

Standardabweichung, rel. Stabw. = relative Standardeichung

Tabelle 35 Gewichtsentwicklung der Tiere irDurchgang G Einzeldaten, Futterregime ad lib.
Diat Tier Korpergewicht [kg]

Tag 0 Tag 7 Tag 14 Tag 21 Tag 28

Ka 0 1 16 20,3 25,9 31,9 37,5
2 12,3 16,3 21,2 26,3 30,5

3 13,2 15,4 20 25,1 30

4 12,1 154 19,5 24 28,6

5 10,9 14,4 19,4 25,3 30,6

MW 12,9 16,4 21,2 26,5 31,4

Stabw. 1,92 2,3 2,72 3,12 3,48
rel. Stabw. 14,86 14,08 12,84 11,75 11,07

Ka 4000 6 14,3 17,7 21,4 26 31,2
7 14,6 18,7 23,7 28,9 34,7

8 13 15,9 20,8 24,9 29,1

9 11,9 15,2 19,9 25,1 29,8

10 10,4 13,5 16,6 21,1 253

MW 12,8 16,2 20,5 25,2 30

Stabw. 1,74 2,05 2,58 2,79 3,41
rel. Stabw. 13,54 12,68 12,62 11,09 11,35

Ka 6000 11 14,9 18,5 23,3 28,6 34,3
12 13,5 16,6 21 25,8 29,5

13 13,4 17,3 22,6 28,6 33

14 11,8 15 18,6 22,6 27,4

15 10,7 13,5 16,9 21,9 27,1

MW 12,9 16,2 20,5 25,5 30,3

Stabw. 1,63 1,96 2,7 3,19 3,26
rel. Stabw. 12,69 12,12 13,16 12,51 10,78

Ka = Kartoffel, 0/4000/6000 = 0/4000/6000 pg DONHagtter, MW = Mittelwert, Stabw =
Standardabweichung, rel. Stabw. = relative Standargdeichung
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Tabelle 36 Einzeldaten der taglichen Zunahmen deri€re in Durchgang G Futterregime ad lib.
Diat Tier Zunahmen [g/Tier/T]
Woche 1 Woche 2 Woche 3 Woche 4
Ka 0 1 614 800 857 800
2 571 700 729 600
3 314 657 729 700
4 471 586 643 657
5 500 714 843 757
MW 4943 691,4 760 702,9
Stabw. 115,44 78,64 89,44 79,15
rel. Stabw. 23,36 11,37 11,77 11,26
Ka 4000 6 486 529 657 743
7 586 714 743 829
8 414 700 586 600
9 471 671 743 671
10 443 443 643 600
MW 480 611,4 674,3 688,6
Stabw. 65,15 119,69 68,06 98,15
rel. Stabw. 13,57 19,58 10,09 14,25
Ka 6000 11 514 686 757 814
12 443 629 686 529
13 557 757 857 629
14 457 514 571 686
15 400 486 714 743
MW 474,3 614,3 717,1 680
Stabw. 61,78 114,29 104,2 109,08
rel. Stabw. 13,03 18,6 14,53 16,04

Ka = Kartoffel, 0/4000/6000 = 0/4000/6000 pg DONHagtter, MW = Mittelwert, Stabw =

Standardabweichung, rel. Stabw. = relative Standérgeichung

Tabelle 37 Einzeldaten der taglich aufgenommenen Bermenge der Tiere inDurchgang G
Futterregime ad lib.
Diat Tier Futteraufnahme [g TS/Tier/T]

Woche 1 Woche 2 Woche 3 Woche 4

Ka 0 1 762 959 1236 1351

2 686 913 1093 1160

3 575 782 946 1080

4 656 834 1015 1145

5 589 818 1051 1207
MW 653,6 861,3 1068 1188,6
Stabw. 76,09 72,72 108,18 101,42

rel. Stabw. 11,64 8,44 10,13 8,53

Ka 4000 6 674 845 1069 1170
7 794 997 1190 1306

8 667 832 955 1052

9 619 807 1050 1177

10 487 609 733 937
MW 648 818 999,6 1128,5
Stabw. 110,64 138,26 170,89 139,91

rel. Stabw. 17,07 16,9 17,09 12,4

Ka 6000 11 723 931 1127 1218
12 663 837 977 1069

13 720 976 1222 1323

14 569 675 824 863

15 492 654 882 1026
MW 633,4 814,5 1006,6 1099,8

Stabw. 100,54 146,02 166,48 177,7

rel. Stabw. 15,87 17,93 16,54 16,16

Ka = Kartoffel, 0/4000/6000 = 0/4000/6000 pg DONHagtter, RS = Trockensubstanz, MW = Mittelwert,iBta
= Standardabweichung, rel. Stabw. = relative Stamiddweichung
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Tabelle 38 Mittelwerte Blutparameter Durchgang A(SAS-Werte)
Parameter Zeit Ls-means [Dosis*Diét] SEM sig. Faktp =<0,05
WO W 4000 Ka 0 Ka 4000
Glucose [mg/dl] 0 89,8 93,0 89,8 91,4 4,75 Alt
14 97,0 109,8 93,2 84,0 22,83
28 102,0 100,6 82,0 93,0 4,82
Triglyceride [mg/dl] 0 31,3 34,7 40,8 35,0 3,70 Di, Dos*Di
14 27,2 334 43,6 29,8 4,88
28 25,2 28,0 47,0 29,8 3,24
Bilirubin [mg/dlI] 0 0,38 0,37 0,38 0,40 0,013 Vday
14 0,13 0,13 0,17 0,15 0,019
28 0,29 0,29 0,31 0,28 0,013
ALT (GPT) [U/]] 0 13,8 11,7 16,0 20,8 1,51 Di
14 14,2 16,2 20,8 28,6 2,42
28 17,2 18,0 23,8 25,8 2,11
GGT [u/l] 0 20,0 19,7 20,0 14,0 2,29 (Dos*Di)
14 19,0 23,0 23,0 16,0 2,41
28 19,4 23,6 25,0 16,8 2,21
Alk. Phosph. [U/l] 0 359,3 416,3 340,2 372,2 38,35 Alt, Vday
14 411,0 465,0 393,0 376,4 45,00
28 345,6 384,0 392,0 364,0 22,18
SDH [U/] 0 0,20 1,27 0,37 0,50 0,068 Dos, Di, Dos*Di,
14 0,21 0,68 0,40 0,48 0,081 Vday*Dos
28 0,52 0,34 0,39 0,34 0,126
Harnstoff [mg/dI] 0 17,8 18,7 10,6 10,4 2,01 Di
14 23,0 20,4 16,4 16,2 1,19
28 31,6 26,4 26,6 26,6 2,39
Anorg. Phosphat 0 2,5 2,5 2,6 2,5 0,14 Di
[mmol/l] 14 2,4 2.1 31 2,6 0,46
28 2,8 2,9 35 3,0 0,13
T4 [ug/di] 0 34 43 3.2 33 0,35 Dos
14 3,7 4,3 3,8 4,2 0,27
28 4,3 51 3,7 6,1 0,46
IgA [mg/ml] 0 0,51 0,69 0,60 0,46 0,077
28 0,68 0,82 0,86 0,69 0,132

Alt = Alter, Di = Diat, Dos*Di = Wechselwirkung Das/Diat, Vday = Versuchstag, Dos = Dosis, Vday*Bos

Wechselwirkung Versuchstag/Dosis,
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Tabelle 39 Mittelwerte Blutparameter Durchgang B+C(SAS-Werte)
Parameter | Zeit Ls-means [Dosis*Diét] SEM sig. Faktp <0,05
WO | W4000 | W6000 | KaO [Ka 4000 [Ka 6000
Glu 0 | 101,0 | 1024 100,6 | 84,3 94,0 82,0 5,31 Di, Vday
14 | 1146 | 1142 1050 | 101,2 | 103,6 | 100,2 3,83
28 | 116,0 | 113,2 111,8 | 98,2 99,0 100,0 4,14
Triglyceride | 0 39,0 48,8 34,8 24,3 30,0 31,6 4,23 Dos, Di, Vday*Di
[mg/dl] 14 | 29,6 48,8 33,6 26,0 35,0 34,0 3,20
28 | 246 38,4 30,2 26,8 30,8 29,3 3,62
Cholesterin 0 80,5 89,8 82,8 63,0 61,4 67,0 5,18 Di
[mg/dl] 14 | 87,0 84,4 76,0 65,0 67,2 62,6 4,77
28 | 87,2 81,2 85,4 71,6 75,2 63,8 5,55
Bilirubin 0 0,22 0,21 0,31 0,07 0,10 0,11 0,043 Vday, Vday*Di
[mg/dl] 14 | 0,08 0,09 0,10 0,12 0,13 0,15 0,009
28 | 0,08 0,09 0,10 0,17 0,16 0,15 0,015
ALT (GPT) 0 17,8 16,2 13,2 14,9 21,2 15,1 1,52 Vday, Vday*Di,
[un 14 | 22,9 18,5 18,4 16,8 23,9 20,7 2,52 Dos*Di
28 | 17,8 17,0 15,5 19,1 25,7 22,0 1,65
GLDH [U/] 0 0,40 0,45 0,59 0,65 0,47 0,56 0,116 Dos*Di
14 | 0,27 0,43 0,85 0,89 0,57 0,57 0,239
28 | 0,26 0,33 0,40 0,49 0,63 0,44 0,059
Alk. Phosph. | 0 | 478,9 | 3457 458,0 | 286,0 | 4156 | 339,4 | 36,34 | Dos*Di, Vday*Di,
un 14 | 428,0 | 322,8 286,6 | 352,8 | 350,8 | 320,6 | 27,16 Vday*Dos*Di
28 | 392,0 | 293,2 3152 | 346,2 | 3490 | 307,3 | 27,78
SDH [U/l] 0 1,1 1,5 1,2 1,1 1,6 1,3 0,48 Vday*Di
14 0,7 0,9 0,5 0,7 1,2 1,1 0,19
28 1,0 1,2 1,6 0,5 0,4 0,5 0,13
Harnstoff 0 24.8 22,1 20,7 21,7 20,7 18,7 1,73 Di, Vday, Dos*Di,
[mgy/di] 14 | 23,7 22,3 17,5 18,4 18,0 20,1 1,84 Vday*Di
28 | 31,0 31,6 24,6 20,9 20,7 23,4 2,58
Kreatinin 0 0,9 1,1 0,8 0,8 0,8 0,9 0,06
[mg/dl] 14 1,0 11 1,0 0,9 0,9 1,0 0,05
28 1,0 1,1 1,0 1,0 0,9 1,0 0,05
T3 [pg/dI] 0 36,2 30,7 41,7 40,1 73,4 67,6 11,68 Vday, Vday*Di
14 | 788 73,2 68,4 65,1 82,8 61,0 11,89
28 | 794 68,2 71,0 67,9 71,1 68,3 11,94
T4 [pg/di] 0 5,4 4.8 4.8 2,7 3,7 4,0 0,50 Di
14 5,6 5,8 5,6 4,0 3,7 4,0 0,43
28 6,2 6,3 59 4,8 4,3 4,9 0,44
IgA [mg/ml] 0 0,48 0,54 0,61 0,47 0,48 0,48 0,057 Alt, Dos, Di,
28 | 0,75 0,79 0,91 0,58 0,65 0,71 0,074 Vday*Di

Di = Diat, Vday = Versuchstag, Dos = Dosis, Vday*®Wechselwirkung Versuchstag/Diat, Dos*Di =
Wechselwirkung Dosis/Diat, Alt = Alter
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Tabelle 40 Proteingehalt, ALT- und a-Ketoglutarat-Dehydrogenase-Aktivitat in der Darmmukosa
beiausgewadhlten Tieren aller Gruppen des ersten VeuchsabschnittDurchgang A
Durchgang A W0 W 4000 Ka0 Ka 4000
Tier 3 4 8 9 13 14 18 19
Protein [mg/g tissue] Il 70,63 77,89 67,44 45,66 79,93 68,81 71,94 58,32
I 69,57 77,56 66,23 39,99 83,29 75,98 64,27 59,24
MW der Gruppe 73,912 54,830 77,003 63,442
Stabw. 4,426 14,065 6,229 6,239
rel.Stabw. in % 5,99 25,65 8,09 9,83
ALT [U/g Prot] Il 33,63 40,84 55,35 52,49 48,02 22,50 57,18 38,148
Inf 21,61 37,65 54,14 53,16 42,79 31,37 64,15 35,52
MW der Gruppe 33,432 53,783 36,171 48,758
Stabw. 8,418 1,244 11,464 14,081
rel.Stabw. in % 25,18 2,31 31,69 28,88
alpha-KGDH [U/g Prot] 1| 32591 | 365,64 | 306,62 | 260,62 | 395,36 | 323,21 | 295,57 | 377,96
II| 303,77 | 264,84 | 303,56 | 345,73 | 360,41 | 337,90 | 381,05 | 370,07
MW der Gruppe 315,038 304,132 354,224 356,165
Stabw. 42,135 34,784 31,405 40,658
rel.Stabw. in % 13,37 11,44 8,87 11,415

W = Weizen, Ka = Kartoffel, 0/4000 = 0/4000 pg D®§lFutter, I/ll = Doppelansatz einer Probe, MW =
Mittelwert (aus den Doppelansétzen), Stabw = Stagaaweichung, rel. Stabw. = relative Standardabweitg

Tabelle 41 Proteingehalt, ALT- unda-Ketoglutarat-Dehydrogenase-Aktivitat in der Darmmukosa
bei ausgewahlten Tieren aller Gruppen des zweitenérsuchsabschnittsDurchgang B

Durchgang B WO W 4000 W 6000

Tier 2 3 5 6 8 10 11 13 14

Protein [mg/g tissue] 1| 80,61 | 74,56 78,5 94,71 | 64,46 | 83,61 | 68,49 | 57,25 | 74,48
I 81,6 71,38 86,22 | 96,63 83,7 73,46 - 63,67 | 79,67

MW der Gruppe 78,812 82,762 68,712

Stabw. 5,2782 12,3139 8,8062

rel.Stabw. in % 6,70 14,88 12,82

ALT [U/g Prot] Il 31,12 | 42,38 | 32,15 | 44,78 | 33,89 | 36,27 | 20,13 | 21,86 | 42,14
Il - 53,25 32,38 | 27,78 | 37,97 34,49 - 30,35 38

MW der Gruppe 38,256 35,863 30,496

Stabw. 9,5467 5,5719 9,6689

rel.Stabw. in % 24,95 15,54 31,71

alpha-KGDH [U/g Prot] 1|1 574,85 | 392,44 | 372,77 | 535,01 | 329,87 | 364,63 | 489,93 | 330,55 | 426,94
11| 438,17 | 373,56 | 367,66 | 282,06 | 327,97 | 395,22 - 294,67 | 376,80

MW der Gruppe 419,908 372,460 383,778

Stabw. 80,2434 88,2805 77,3844

rel.Stabw. in % 19,11 23,70 20,16

W = Weizen, 0/4000/6000 = 0/4000/6000 ug DON/kdeFut/ll = Doppelansatz einer Probe, MW =
Mittelwert (aus den Doppelansétzen), Stabw = Stag@aaweichung, rel. Stabw. = relative Standardabwweitg
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