Aus dem Indtitut fUr Tierernghrung und Stoffwechsdphysiologie
der Chrigian Albrechts Universitét zu Kid

Einflussder Dosierung von Ochratoxin A, der
Rationszusammensetzung und des
Fltter ungsniveaus auf die M etabolisierung und

Elimination von Ochratoxin A beim Schaf

Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades
der Agrar- und Ernghrungswissenschaftlichen Fakultét
der Chrigtian+Albrechts Universitét
zu Kid

vorgeegt von
Dipl.-Ing. agr. Jan Peter Rolfs
ausKid

Kiel 2004



Gedruckt mit Genehmigung der Agrar- und Erndhrungswissenschaftlichen Fakultét der
ChrigianAlbrechts-Université zu Kid

Dekan: Prof. Dr. F. Taube
1. Berichterstatter: Prof. Dr. S. Wolffram
2. Berichterstetter: Prof. Dr. K.-H. Stidekum

Tag der mundlichen Prifung: 15.07.2004



Zusammenfassung

Jan Peter Rolfs

Einfluss der Doserung von Ochratoxin A, der Rationszusammensetzung und des
Fltterungsniveaus auf die Metaboliserung und Elimination von Ochratoxin A beim
Schaf

Zid der vorliegenden Arbeit war es, am Schaf den Einfluss unterschiedlicher Ochratoxin A
(OA)-Doserungen  (Versuch 1), Raionszusammensetzungen (Versuch  2)  und
Erndhrungsniveaus (Versuch 3) auf die sysemische Verflgbarkeit von Ochratoxin A und
Ochratoxina (Oa), auf den Abbau von OA im Pansen, auf die Eliminaion von OA und Oa
Uber Kot und Harn sowie auf die Nahrstoffverdaulichkeiten zu untersuchen.

In Versuch 1 erhidten zwolf adulte Schafe (4 Gruppen mit jewels 3 Tieren) OA in 4
Doserungen (0; 9,5 19 oder 285 ng /kg Lebendmase (LM)) Uber 31 Tage Das
Konzentratfutter:Grobfutter-Verhdtnis (KGV) betrug 70:30. Als Konzentratfutter dienten
Weizen und Weizenklee, ds Grobfutter wurde Grasslage engesetzt. Das Erndhrungsniveau
entsorach dem energetischen Bedarf fir Erhdtung von Schafen (043 MJIME/Kd ™). Die
Versuche 2 und 3 wurden ebenfals an 12 adulten Schafen durchgefihrt und umfassten jewells
zwel Perioden mit einer Dauer von je 31 Tagen. Das Versuchsdesign in Versuch 2 entsprach
enem bdancietem Zwe-PeriodenWechsdversuch. Als  Konzentratfutter dienten  jewells
Weizen und Sojaextraktionsschrot, as Grobfutter Grassilage. In Versuch 2 wurden die Schafe
auf die Behandlungen 1) KGV 70:30, 2) KGV 70:30 + OA, 3) KGF 30:70 und 4) KGV 30:70
+ OA vertelt. Die Doserungen von OA betrugen 0 und 14,3 ng/kg LM, das Fitterungsniveau
entsprach dem 1,4-fachen des energetischen Bedafs fir Erhdtung. Der Versuchsaufbau in
Versuch 3 entsprach in beiden Perioden Versuch 1. In der ersten Periode wurden die Tiere aif
Erndtungsbedarf geflttert, in Periode zwel wurde das Fitterungsniveau um das 1,7fache
gesteigert. Die Dosierungen von OA betrugen in jeder Periode O; 8,2; 17,0 oder 26,3 ngkg
LM.

In dlen Versuchen wurde den Tieren an den Tagen 1, 5, 9, 13, 23 und 29 jewells vor der
Morgenfitterung eine Blutprobe aus der vena jugularis entnommen. In Versuch 3 entfid Teg
29. Von Tag 15 his 22 wurde eine quantitative Sammlung von Kot und Harn durchgefihrt.
Zur Berechnung der Verdaulichkeiten der Néahrgtoffe wurden représentative Futterproben
gesammdt. Zusdtzlich wurde den Tieren an den Tagen 24 und 25 mittds Schlundsonde zu
verschiedenen Zeitpunkten nach der Fitterung Pansenflissigkeit entnommen. An Tag 26
wurde den Tieren zur Bestimmung der Ingesta-Passage eine Einmddosis Cr-EDTA-Losung
in den Pansen-Hauben-Raum gppliziert. In den Blutserum-, Pansensaft-, Kot- und Harnproben
wurden OA und Oa mittedls HPLC andysert.

Ochratoxin A wurde im Blussrum bel dlen untersuchten Doserungen nachgewiesen. Die
Konzentration von OA dieg dabe mit zunehmender Doserung von OA und mit
fortschreitendem Zeitverlauf an. Das Ergebnis, dass das Mykotoxin selbst bel der niedrigsten
gefltterten OA-Konzentration in der systemischen Zirkulation nachgewiesen werden konnte,
welg auf einen unvollsténdigen Abbau von OA im Gagtrointestinatrakt hin (Versuch 1).

Eine Ration mit hohem KFAntel verlangsamte den intrauminden Abbau von OA im
Vegleich zu eng Raion mit niedigem KFRAntel. Dies konnte fir die hoheren
Blutkonzentrationen von intaktem OA und fUr die geringere Exkretion von Oa Uber den
Han be den Tieen, die mit hohem KF-Antel im Vegech zu den Tieen, die mit
niedrigem KFAnteil geflttert wurden, verantwortlich sein (Versuch 2).

In Vesuch 3 dieg die Konzentraion von OA im Blutssrum innerhdb  beder
Fltterungsniveaus mit  zunehmender Doserung von OA an. Be hohem Fitterungsniveau



zeigte dch ene dgnifikant gedeigete IngedaPassage im Vegleich zum  niedrigen
Futterungsniveal. Dies eklat die gesteigerte Eliminaion von OA und Oa via Kot mit
zunehmenden Fitterungsnivaul.

Die Ergebnise der vorliegenden Arbet weisen darauf hin, dass sdbst be  geringen
Doserungen von OA (< 04 mg OA/Tag) die Hydrolyse von OA zu Oa und Phenyldanin
bem Schaf nicht vollsgdndig ablauft und die Entgftungskapazitée beim Schaf  deutlich
geringer i ds bisher aus in-vitro Untersuchungen geschétzt wurde. Die Fitterung OA-
kontaminierter Futtermittel scheint somit kein Weg zur vollgandigen Detoxifiketion zu sain
(Versuch 1). Ein hoher KF-Antell in der Ration fuhrte zudem zu ener deutlichen Absenkung
des ruminden pH-Werts und ging mit einer erhdhten Vewelldauer von OA im Pansen und
ener gedegeten Absorption aus dem Gadrointestindtrakt enher (Versuch 2). Eine
Segeung  des Ermérungsniveaus  hingegen  beenflusste die  Geschwindigkeit  des
intraruminden Abbaues von OA im Pansen nicht, sondern erhthte lediglich die Elimination
von OA und Oa Uber den Kot aufgrund einer gesteigerten Passagerate (Versuch 3). Die
Nahrstoffverdaulichkeiten wurden von OA nicht beainflusst.



Summary
Jan Peter Rolfs

Effect of dose, diet composition and feeding level on metabolisn and dimination of
ochratoxin A in sheep

Three studies were conducted to determine the effect of the dose of ochratoxin A (OA), of
diets with precticdly relevant concentrate/roughage ratios and of feeding levd on the
sysemic avalability of OA and Oa, the rumend degradatiion of OA and the dimination of
OA and Oa via faeces and urine. Possible effects of OA, diet compostion and feeding leve
on ingesta passage and nutrient digestibilities were aso investigated.

In the fird experiment four groups, each with three sheep, were fed twice daly diets
congging of 70% concentrates (wheat and wheat bran) and 30 % grass slage (dry matter
basis). Treatments consisted of 0, 9.5, 19.0 and 28.5 ng OA/kg bw. In the second experiment
12 sheep were devided into 4 feeding groups according to a balanced two-period change-over
design. They were fed a diet congsting of 70 % concentrate (wheat, soybean mea) and 30 %
grass dlage with 14.3 ng OA/kg bw and without OA (group 1 and 2) and a diet conssting of
30 % concentrate and 70 % grass slage with and without OA (group 3 and 4). Experiment 3
was conducted according to experiment 1, except that two periods were conducted. The
energy supply in period 1 was 1,0 times and in period 2 1.7 times the requirement for
maintenance. Treatments consisted of 0, 8.2, 17.0 and 26.3 ng OA/ kg bw.

Blood samples from the jugular vein were taken on days 1, 5, 9, 13, 23 and 29 prior to the
morning feeding. On days 24 and 25 rumind fluid was collected a 1, 4, 7, 10 and 13 hours
after feeding. During the second hdf of the experimentd periods, the animas were housed in
metabolism crates and faeces and urine were collected over a period of 7 days. Cr-EDTA was
applicated into the rumen on day 26. OA and ist metabolites were analysed in the faeces,
urine and serum samples by HPLC. Additiordly, feedsiuffs and faeces were andysed for
crude nutrients.

Ochratoxin A was detected in the serum a al levels of OA tested. The concentrations of OA
in blood serum increased with feeding increasng amounts of OA. Serum concentrations of
OA dightly increesed with time of exposure. The finding that sgnificant concentrations of
OA were detected in the systemic circulation even a the lowest dietary OA concentration
indicate incomplete degradation of OA within the forestomachs (experiment one).

A high concentrate diet delayed intrarumind degradation of OA compared with a high forage
diet. This may be responsble for the higher blood concentrations of intact OA and for the
lower urinary excretion of Oa in animas fed the high concentrate diet (experiment two).

In experiment three the concentration of OA in the serum increased in both feeding levels
with feeding increesng amounts of OA. At the high feeding levd ingeta passage was
gonificantly higher than a the low feeding leved. This explans the enhanced dimination of
OA and Oa viafaeces with increasing feeding level.

In dl experiments OA had no effect on nutrient digestibilities and furthermore, a constant
proportion of OA and Oa (70 - 80%) of the dose was excreted in urine and faeces.

The reaults of the present study clearly indicate, that even at very low dietary concentrations
of OA, complete detoxification of the mycotoxin within the reticulorumen does not prevent
absorption of intact OA. Under intensve production conditions where high amounts of
concentrate feed are used the amount of OA absorbed is significantly increased. On the other
hand high feed intake is associated with accelerated digesta passage which leads to a higher
faecd excretion of OA.
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1 Einleitung und Problemstdlung

Mykotoxine werden ds sekunddre  Stoffwechsdprodukte in Abhéngigkeit  von
Milieufaktoren (z.B. Feuchtigkeit, Temperaiur) von besimmten Schimmepilzen gebildet.
Zu diesen Toxinen gehdren auch die von enigen Aspergillus und Penicillium-Sté&mmen vor
dlem auf Gereide gebildeten Ochratoxine. Dem primé& nephrotoxischen Ochratoxin A
(CA) kommt hierbel aufgrund sanes haufigen Vorkommens in Nahrungs-  und
Futtermitteln und der im Vergleich zu anderen Ochratoxinen hohen Toxizité die grolde
Bedeutung zu (DWIVEDI und BURNS 1986). Ochratoxin A igt nachweidich der
Hauptverursacher der mykotoxischen Nephropathie, die beim Schwein und Gefligd  auftritt
und wird mit der gehéauft auf dem Bakan vorkommenden Nephropathie beim Menschen in
Verbindung gebracht.

In der Literatur werden zahlreiche weltere toxische Wirkungen von OA beschrieben. Sie
umfassen hepatoxische, teratogene und carcinogene (KUIPER-GOODMAN und SCOTT
1989), sowie embryotoxische (MALAVEILLE et da. 1991), genotoxische (MARQUARDT
und FROHLICH 1992) und immunsuppressive Wirkungen (MULLER et a. 1999 a, b).

Aufgrund des unterschiedlichen Aufbaus des Gadrointestindtraktes ergeben sch bem
Wiederkauer im Vergleich zu Monogadriden enige physiologische Besonderheiten. Durch
den extensven hydrolytischen Abbau von OA zum weniger toxischen Metaboliten Gy und
L-Phenyldanin  durch die Vormagenmikroflora gilt der Wiederkduer ds rdativ
unempfindlich gegentiber akuten toxischen Effekten von OA (RIBELIN et d. 1978). Nach
LI e d. (1997) liegt die Hauptursache fir die im Vergleich zu OA geringe Toxizité von
Oa in der gegentiber OA ca. 10-fach geringeren Habwertszeit im Organismus.

Einen Hinweis auf die herausragende Bedeutung des mikrobidlen Abbaus von OA zu Oa
und Phenyldanin in den Vormégen von Wiederkauern ligfet eine Untersuchung von
SREEMANNARAYANA & 4d. (1988). Die Autoren vefitteten an je 2 nicht
ruminierende K&8lber 0,5, 1 und 4 mg OA/kg LM. Berets bel ener Dosis von 1 mg OA/kg
LM verendete eines von zwei Kdbern, bei 4 mg OA/kg LM verendeten beide. Dagegen
zeigten vier berets ruminierende Kdber be ener Doss von 2 mg OA/kg LM kene
klinischen Symptome einer Ochratoxikose.



Grundsdizlich gdlt die Vefltterung von OA-kontaminiertem Futter an Wiederkéuer eine
okonomisch interessante Mdoglichkeit dar, mit OA kontaminierte Futtermittd zu nutzen
und OA aus der Nahrungskette zu entfernen. Die Frage nach der Effizienz der Hydrolyse
und nach dem Einfluss von durch die Fitterung beanflussten Fektoren (z.B. ruminder pH-
Wert, Passagerate) auf die Hydrolyse von OA zu Oa und Phenyldanin im Pansen ig
dlerdings noch unzureichend geklat, insbesondere hingchtlich gescherter quantitativer
Aussagen Uber die Toleranz von Wiederkduern gegeniber OA. Die bisher vorliegenden
Untersuchungen lassen erkennen, dass die Kapazitét des Abbaues von OA in den
Vormégen von  Wiederkduern  offenbar begrenzt und  von den  jeweligen
Milieubedingungen im Pansen beainflusst wird (XIAO e d. 1991a b). Ricksdnde von
OA im Schlachtkérper Snd somit nicht grundsétzlich auszuschliel3en.

Um die Hohe des tatschlichen Abbaus von OA zu Oa und Phenyldanin bam
Wiederkauer zu untersuchen und um den Einfluss fltterungsbedingter Fektoren auf den
Abbau von OA im Wiederkduer zu ermitteln, wurden in der vorliegenden Arbet in dre in
vivo-Versuchen

1. der Einfluss der Dosierungen von OA,
2. der Einfluss der Rationszusammensstzungen und
3. der Einfluss der Fiitterungsniveaus

auf die OA und Oa-Gehdte in Pansaflissgkeit und Blutserum, auf die Elimination von
OA und Oa Uber Harn und Kot und auf die Nahrgtoffverdaulichkeiten untersucht. In den

Untersuchungen wurde OA aus kontaminiertem Weizen verwendet.



2 LiteraturUberscht
2.1 Chemie von Ochratoxinen

Ochratoxine dnd ene Gruppe srukturel verwandter Mykotoxine, von denen OA die
haufigdte Verbindung id, die in pflanZichem Materid nachgewiesen wurde (KROGH
1987). Alle Ochratoxine snd Dihydroisokumarinderivate. Beéim OA igt die Aminosdure L-
[3-Phenyldanin Uber eine Peptidbindung an der 7-Carboxylgruppe des Isokumaringeristes
(7-carboxy-5- chloro-8- hydroxy- 3,4- dihydro- 3R-methyl-Isokumarin - = Ochratoxin =~ a)
angelagert. In Abbildung 1 igt die chemische Struktur einiger Ochratoxine dargestelIt.

COHgo OH ¢

| N O ks
Phenylalanin | |

(RD) H CH,
R3 R4

Cl (R2)

Abbildung 1: Strukturformel von Ochratoxin A; R1 bis R5 bezeichnen verschiedene
Substituenten, die zu unterschiedlichen Formen von Ochratoxin fihren

OA ha en Molekulargewicht von 403 und ig ene fablose Substanz mit enem
Schmelzpunkt von 168 — 173 °C. In polaren organischen Lésungsmitteln 16st es sich gut,
wéahrend die Lodichket in Wasser schlecht id. Be ener Wdlenldnge von 360 nm
fluoresziert es grin-blau (ROLLE und MAY R 1993).

Tabedle 1 zeigt die bisher nachgewiesenen Ochratoxine nach MARQUARDT und
FROHLICH (1992). Ochratoxin B (OB) gdlt das dechlorierte OA-Andog dar (HARWIG
1974). Ochratoxin C ist der Ethylester von OA und damit reativ leicht in dieses



umwandelbar (FUCHS et a. 1984). Der Methylester von OA igt rein synthetischer Natur.
Be saurer Hydrolyse von OA entstehen L-b-Phenyldanin und Ochratoxin a (Oa),
welches im Vergleich zu OA ds gering toxisch betrachtet wird (CREPPY et d. 1983a).
Auch hydroxylierte Formen von OA wurden nachgewiesen. STOREN et al. (1982) wiesen
im Rattenhan 4R- und 4S-OH-OA nach. STORMER et a. (1981) inkubierten OA mit
Lebermikrosomen von Ratten und wiesen anschlief3end ebenfdls 4R- und 4S-OH-OA
nech. In ener weteren Studie mit Lebermikrosomen von Kaninchen wiesen se auch 10-
OH-OA nach (STORMER et d. 1983).

Unter Laborbedingungen is das Phenyldanin offenschtlich gegen andere  Aminosduren
austauschbar. CREPPY et al. (1983b) ermittelten, dass OA, welches datt mit Phenylaanin
mit ener anderen aromatischen Aminoséure (zB. Tyrosn, Vdin) peptidatig verknipft
war, dets ene hohere Toxizitéd aufwies ds be Verknipfung mit einer nicht aromatischen
Aminosdure. Ob diese Verbindungen dlerdings unter physologischen  Bedingungen
gebildet werden, ist noch fraglich. HADIDANE et d. (1992) konnten in vitro bereits die
Bildung der OA-Analoga OA (Serin), OA (Hydroxyprolin) und OA (Lysn) durch den Rilz
Aspergillus alutaceus nachweisen.

Als  Nechwesverfahren  fir  Ochratoxine  hat  dch  die  HPLC-Technik
(Hochleigungfliissigkets- Chromatographie)  mit  Fluoreszenzdetektion  etebliet.  Fir  das
Screening  grolerer Mengen  findet auch das ELISA-Vefaren (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) Anwendung (nach SCHUH und SCHWEIGHARDT 1981)



Tabelle 1. Bisher nachgewiesene Ochratoxine?

Name Abkirzung R1 R2 R3 R4 R5

Ochratoxin A OA Phenyldanin Cl H H H

Ochratoxin B OB Phenyldanin H H H H

Ochratoxin C oC Phenyldanin, Cl H H H
Ethylester

Ochratoxin A (Methylester) Phenyldanin, Cl H H H
Methylester

Ochratoxin B (Methylester) Phenyldanin, H H H H
Methylester

Ochratoxin B (Ethylester) Phenyldanin, H H H H
Ethylester

Ochratoxin a Oa OH Cl H

Ochratoxin b Ob OH H H

4R-Hydroxyochratoxin A (4R)-OH-OA Phenyldanin Cl OH H

4S-Hydroxyochratoxin A (4S)-OH-OA  Pheyldanin Cl OH H H

10-Hydroxyochratoxin A 10-OH-OA Phenyldanin Cl H H OH

Ochratoxin A, Tyrosin-Anaogon Tyrosin Cl H H

Ochratoxin A, Serin-Anaogon SHin Cl H H

Ochratoxin A, Hydroxyprolin  ClI H H H

Hydroxyprolin- Analogon

Ochratoxin A, Lysn-Anaogon Lysn Cl H H H

1) Zur Sellung der Reste R1 — R5im Molekll Sehe Abbildung 1

2.2 Herkunft von Ochratoxinen

Ersgmds isolieten VAN DER MERWE et d. (1965) OA neben anderen Ochratoxinen
vom Stamm A. ochraceus in Siudafrika Nach der heutigegn Nomenklatur wird diessr Rilz
asA. alutaceus bezeichnet.



Nach  MARQUARDT und FROHLICH (1992) snd von den Aspergillus-Stammen
A. alutaceus, A.ostianus, A. quercius Synomym: A. melleus) und A. sulphureus (Synonym:
A. fresenii) digenigen, die OA produzieren. Hierbe kommt A. alutaceus die grofte
Bedeutung zu.

Penicillium verrucosum (Synonym: P. viridicatum) ist nach PITT (1987) der einzige der
PenidlliumStamme, der OA produziet. Es werden zwe verschiedene Chemotypen
unterschieden. Chemotyp 1 produziert neben OA im Unterschied zu Chemotyp 2 noch
Vercaulon und Citrinin as Beglettoxine (FRISVAD und FILTENBORG 1989). EL
BANNA (1987) konnte dlerdings auch be P. purpurescens die Synthese von OA
nachwel sen.

2.3 Natirliches Vorkommen von Ochtratoxin A

2.3.1 Lebens- und Futtermittd pflanzlicher Herkunft

Be toxinbildenden Pilzen kann zwischen Fed- und Lagerpilzen unterschieden werden.
Nach SHOTWELL wund HESSELTINE (1983) wird OA nach dem derzetigen
Kenntnisstand nur im Lager gebildet, wobe das bevorzugte Subgtrat Getreide ist. Die
Konidien haften dlerdings schon auf dem Fed den Kornern an. Treten wéhrend des
Transportes oder der Lagerung die nachfolgend unter 24 beschriebenen giingtigen
Bedingungen fir Wachsum en, kommt es zur Kemung und zur Mykotoxinbildung.
SHOTWELL et d. (1969) beschrieben erstmas das natirliche Vorkommen von OA im
Mais. Zahlreiche Berichte aus spderen Jahren belegten, dass OA auf verschiedenen
Getreidearten (SHOTWELL et d. 1976 a, KROGH et d. 1974 &), einigen Bohnenarten,
Kaffee, Kakan, Soja und anderen Lebensmittdn wie Gewirzen und Nussen gebildet
wurde. Be Genussmitteln wie Bier, Wan, Lakritz und anderen konnten trotz der
Verabatunggprozesse OA im Endprodukt nachgwiesen werden. Tabdle 2 ligfert ene
Aufligung enzener Beigpide Uber das Vorkommen von OA in pflanzlichen Produkten in
Europa. Nach DWIVEDI und BURNS (1986) it das natlrliche Vorkommen in Lebens-
und Futtermitteln welt verbretet. Dabe  bestehen regionde Unterschiede, die in



unterschiedlichen  klimatischen und geographischen Verhdtnissen ihre Ursache  finden
(sehe 24). Nach JORGENSEN e d. (1996) kommt OA vor dlem in gemaligten
Klimazonen vor. Bedingt durch den Wassergehdt der Korner bei Emnte und Lagerung
bestehen jéhrliche Unterschiede. Ein zuverlassiger Nachweis im Futter ist oft schwierig, da
OA oft inhomogene, nederatige Vertelung im Futtermittd  aufwes. Nah
Untersuchungen von HULT et d. (1979) kann die Bestimmung im Schweineblut dagegen

ene

as zuverlassger Nachweis fir eine OA-Kontamination des Futters genutzt werden.

Tabelle 2 Vorkommen von Ochratoxin A (OA) in pflanzlichen Produkten
Produkt Land Probenzahl Befallsquote Gehalte Quelle
(%) (mg OA/kg)

Gerste, Hafer  Deutchland 232 12,9 0,1 -206 BAUER et 4.

Weizen, 1987

Gerste, Hafer  Deutschland 43 42,0 2,0-304 HADLOK et d.

Weizen, Mais 1989

Gerste, Hafer  Dénemark 33 57,6 28-27500 KROGH etdl.
1973

Gerste, Hafer  Schweden 84 83 16 —409 KROGH et al.
1974

Gerste, Mais  Jugodawien a7 12,8 5-90 KROGH et al.

Weizen, 1977

Mas Deutschland 40 75 0,1-137 BAUER et d.
1987

Mas Frankreich 463 2,6 15-200 GALTIER
1975

Mas USA 293 10 83 - 166 SHOTWELL et
a. 1971

Mischfutter Deutschland 630 14,1 0,2-12,5 BAUER et d.
1987

Mischfutter Polen 203 49 10-50 JUSZKIEWICZ

eta. 1977




2.3.2 Leébens- und Futtermittd tierischer Herkunft

Nach Aufnaéhme von kontaminiertem Futter gelangt OA auch in den tierischen Organismus
und zeigt eine gewisse Pearsstenz im Stoffwechsd. KROGH (1987) beschrieb fir das
Schwein ene enge Korrdation zwischen der OA-Konzentration im Futter und den OA-
Rickstanden in Niere, Leber und Fettgewebe (r = 0,78 — 0,86). SCHEUER et d. (1984)
konnten in HFescherzeugnisssn vom  Schwein, denen Blut, Blutplasma und Innereen
zugesetzt wurden, bel 16-19 % der Proben ebenfdls OA nachweisen, dlerdings in
geringen Konzentrationen (mesens < 0,2 ngkg, maxima 34 ngkg in Koch- und
Brihwurst). In Tabelle 3 snd bisher bekannt gewordene Befunde Uber OA-Gehdte in
Schweinenieren nach MAJERUS e d. (1989) zusammengefasst. Hierbei wird zwischen
zufdlig gezogenen und pathol ogisch verdéchtigen Proben unterschieden.
BREITHOLZ-EMANUELSSON et a. (1993) wiesen in Kuhmilch und Humanmilch sowie
in menschlichem Blut OA nach. Demnach kann OA aus dem Blut auch in die Milch
Ubergehen. Ebenfdls kann ene sekunddre Kotamination der Milch nach bisherigen
Erkenntnissen nicht ausgeschl ossen werden.

De Trander von OA aus den Futtermitteln in das tierische Gewebe (Carry-over) fihrte in
den EU-Saaen Danemark, Odereich, Frankreich und Griechenland zu gesatzlich
vorgeschriebenen Hochsmengen fir OA im Tierkorper (nach HOHLER 1998). In der EG-
Verordnung Nr. 472/2002 zur Festsetzung der Hochstgehalte von OA und anderen
Mykotoxinen wurden die Hochstgehdte fir OA in rohen Getreidekornern auf 5 ng/kg, in
dlen Getredesrzeugnissen auf 3ng/kg und in getrockneten Weintrauben auf 10 ng/kg
festgelegt.

Nach LUSKY et d. (1994) dseht fur die Belastung des Menschen sicherlich die direkte
Aufnehme von OA Uber pflanzliche Lebensmittd im Vordergrund. Nach Angcht dieser
Autoren dirfte die Aufnahme Uber Lebenamittd tierischer Herkunft zweitrangig sain.



Tabele3:  Ochratoxin A in Schweinenieren?

Proben- postiv Gehalt (ng/kg) Art der Land Literaturstelle
zahl (%)  der positiven ~ Probe-
Proben nahme?

300 14 0,5-10,2 z BRD Scheuer et d. 1984
129 24,8 2,0-104 Vv Schweden  Rutquist et a. 1977
90 26,7 2,0-88 \Y Schweden  Josefsson 1979
25 19,9 >25 Vv Dénemark  Buchmann et d. 1985
86 20,0 2,0-67 Z Danemark  Krogh et al. 1973
104 21,0 0,1-1,8 Z BRD Bauer und Gedek 1983
20 100,0 0,2-195,5 \Y Dénemark  Bauer und Gareis 1987
100 15,0 0,5-16,4 Z BRD Majerus und Woller 1983
122 39 2-100 Z Ungarn Sandor et al. 1982

D Qudle MAJERUS &t d. (1989)
2) Z =zufdlig, V = verdachtig

2.4  Einflusse auf die Bildung von Ochratoxin A

Voraussetzung fur die Bildung von OA ig das Vorkommen und die Entwicklung der oben
genannten Pilzarten, insbesondere dso Aspergillien und Penicillien. Die Entwicklung der
Schimmepilze und die Menge des produzieten OA hédngen von zahlreichenen Faktoren
ab. Diee schlielfen Feuchtigkeit, Temperatur, Art des Substrates und die Anwesenheit
einer konkurrierenden Mikrofloramit in (MARQUARDT und FROHLICH 1992).

2.4.1 Feuchtigkeit und Temperatur

Entscheidend fir das Wachsum der verschiedenen Spezies i der Gehdt an fre
verfligbarem Wasser. Ein Ma3 fir die Veflgbarkeit von Wasser in einem Substrat fir
mikrobielles Wachsum ist die sogenannte Wasserektivitét (a, -Wert). Der a -Wert it
definiert as Verhdtnis zwischen dem Wasserdampfdruck Uber dem Substrat (p) zum
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Wasserdampfdruck reinen Wassers (p, = 1). Jeder Zusatz wasserbindender Substanzen
bewirkt, dass p <, und damit der a -Wert < 1 wird (KRAMER 1987). Der optimale a -
Wert fir A. alutaceus fir maximae Toxinproduktion liegt nach LILLEHOY und ELLING
(1983) bei 0,94. Der minimde a_-Wert liegt zwischen 0,83 und 087 (untere Grenze fUr
Toxinproduktion). Der Wassergehdt et in unmittelbarem  Zusammenhang mit  der
Temperatur. Nach MULLER und BOLEY (1992) sinkt der minimae a, -Wert bei
geigenden  Temperaturen, wéhrend bel  niedrigeren  Temperaturen  hohere a -Werte
bendtigt werden.

NORTHOLT et a. (1979) ermittelten bel Laboruntersuchungen fir A. alutaceus und P.
verrucosum bei einer Temperatur von 24 °C einen optimaen & -Wert zwischen 0,95 und
0,99. Desweteren zeigte dch in diessr Untersuchung, dal3 A. alutaceus in anem
Temperaturbereich von 12 - 37 °C und P. verrucosum in einem Temperaturbereich von 4 -
31 °C Ochratoxin bildet. Die ermittelten minimaen a -Werte lagen bel A. alutaceus
zwischen 0,83 und 0,87, bel P. verrucosum zwischen 0,83 und 0,86.

Agagillus-Arten  bendtigen  folglich  hohere  Temperauren  fir  Wachstum  und
Toxinproduktion as Penicllium-Arten (KROGH 1987). Man findet daher die Aspergillus-
Arten vorwiegend in tropischen bis subtropischen Klimazonen, wéhrend Penicillium-Arten
in kiihleren Regionen haufiger anzutreffen sind.

Ein Veglech zwischen A. ochraceus und P. viridicatum hingchtlich ihrer Wachstums-
und Toxinbildungshedingungen zeigt Tabdle 4.
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Tabdle4: Vergleich der Wachstums- und Toxinbildungsbedingungen zwischen
Aspergillien und Penicillien

A. alutaceus P. viridicatum
Wachstumsbedingungen
Temperatur 8-37°C 0-31°C
a,,-Wert 0,95- 0,99 0,95 - 0,99
Toxinbildungsbedingungen
Temperatur 12-37°C 4-31°C
Temperaturoptimum 31-37°C 16 - 24°C
a_ -Wert 0,83-0,87 0,83- 0,99
a_ -Wert Maximum 0,99 0,95 - 0,99

(Qudle MAJERUSH d. 1989)

2.4.2 Art desSubstrates

Nicht nur Temperaur und Wasser snd fir die Entwicklung von Schimmelpilzen
entscheidend, sondern es missen auch Nahrgtoffe zur Verfigung stehen, die von den
Filzen aufgenommen werden konnen. Daher spidt die Art des Substrates eine grof3e Rolle.
MADHYASTHA e d. (1990) untersuchten in einer In vitro-Studie die OA-, OB- ud
Citrinin-Produktion von A. alutaceus und P. verrucosum jewells auf zwel Getreidearten
(Mais und Weizen) und auf zwei Olssaten (Sojabohne und Erdnuss). Die Ergebnisse
zeigten, dass A. alutaceus auf Olsagten eine wesentlich héhere Produktion von OA (243
bis 342 ng/g) und OB (132 bis 389 ng/g) aufwies as auf Getreidearten (72 bis 74 ng OA/g
bzw. 0 ng OB/g). Citrinin wurde nie nachgewiesen. P. verrucosum hingegen produzierte
wesentlich mehr OA (21 bis 98 ng/g) und Citrinin (102 bis 126 ng/g) auf den
Getreidearten ds auf den Olsaaten (7 bis 18 ng OA/g bzw. 0 ng Citrinin/g). Ochratoxin B
wurde nicht gebildet. HAGGBLOM und GHOSH (1985) untersuchten die OA-Produktion
von A. alutaceus und P. viridicatum auf Gerse mit unterschiedlichen Proteingehdten. Die
OA-Produktion be beiden Pilzen deigete sch bel Erhdhung des Proteingehdtes sowie
der Erhohung der Temperatur von 12 auf 25 °C, wobel P. viridicatum schndler und mehr
OA produzierte.
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2.4.3 Anwesenheit ener konkurrierenden Mikroflora

Innerhalb einer Mikroflora treten Konkurrenzeffekte zwischen verschiedenen Keimen auf.
Ein Rlz kan unter gindigen Bedingungen durch sein egenes schndles Wachsum die
Entwicklung der konkurrierenden Mikroflora behindern und kann dann Schaddtoffe ds
primér pflanzenpathogene Substanzen sezernieren (BOHM 1992).

CHELACK et a. (1991 g emittdten auf deriliseter Gearge nach Beimpfung mit P.
verrucosum eine wesentlich hthere OA-Produktion ds auf underiliserter Gerse. Wurde
dar deilen Gede die vorher isoliete Nicht-OA-produzierende Mikroflora wieder
zugesetzt, so sank die OA-Produktion wieder. Nach Gamma-Bedtrahlung von Gerste und
anschlief¥ender Inokulation wurde eine deutlich hohere OA-Produktion durch A. alutaceus
fedgesdit ds im Vegech zu ene Inokulaion auf Gease, die unbestrahlt war
(CHELACK et a. 1991 b). Zum gleichen Ergebnis kamen MULLER und BOLEY (1991),
die nach Autoklavierung von Weizen und anschliel¥ender Inokulation eine deutlich hohere
OA-Produktion durch P. verrucosum fedgdlten, ads auf nicht autoklavietem Weizen.
Allerdings, so argumentierten die Autoren, kdnne dieses auch daran liegen, dass es wegen
des durch die Autoklavierung bedingten Aufschlusses der Nahrstoffe zu enem besseren
Wachstum der Pilze kommt.

2.5  Stoffwechse von Ochratoxin A im Sauger or ganismus

Die Aufnahme von OA efolgt mit der Nahrung. Dabe gdangt absorbiertes OA vor dlem
Uber die Portavene und im geingen Umfang auch Uber das Lymphsysem in de
systemische Zirkulation (KUMAGAI und AIBARA 1982).

Aufgrund der hohen Bindungsaffinitée zu Plasmaproteinen, an die sch OA nach GALTIER
(1974) fast vollgdndig bindet, ist im Korper die Konzentration von OA im Blutserum am
hochgen. Serumadbumin wurde in diesr Studie ds das im wesentlichen an der Bindung
betalligte Plasmaprotein identifiziert. STOIKOVICH et d. (1984) ermittelten eine zwelte
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bisher nicht néher charekterisete Proteinfraktion mit noch hoherer Bindungssffinitét zu
OA ds Serumabumin.

In geingen Mengen konnte auch freies OA im Blut nachgewiesen werden. Nach
HAGELBERG e d. (1989) lag der Antell von frdem OA im Plasma von Maus, Raite,
Schwein, Affe und Mensch mit Konzentrationen von 106 bis 10-° mol/l be weniger ds
0,2 % der OA-Gesamtkonzentration, wahrend beim Karpfen 22 % in ungebundener Form
vorlagen. KUMAGAI (1985) zegte, dass die Proteinbindung zur Verzogerung der
Elimingion von OA aus der sysemischen Zirkulation betrégt. Be  Albumin-defizienten
Ratten wurde eine sehr vid schndlere Abnahme des Plasmaspiegels und wesentlich héhere
Auscheidungsraten von OA in Harn und Gdle im Vergleich zu Kontrollratten beobachtet.
Die Habwertszeit (T;,,) im Blut unterscheidet sch von Tierat zu Tierat dlerdings sehr
(GALTIER e d. 1979, 1981). Be Ratten betrug Se nach order und intraventser
Applikation von 2,5 mg OA/kg LM 58 bzw. 53 h. Ba Schweinen, Kaninchen und Hihnern
betrug se nach order Gabe von 0,5 bzw. 2 mg/kg LM 88,8, 8,2 und 4,1 h. Nach Li et d.
(1997) ist die T,, von OA wesentlich langer as die der Metaboliten (z. B. Oa). Der
,0llierende’  Konzentrationsverlauf von OA im Blut von Mé&usen nach order oder
intramuskulérer Applikation deutet nach ROTH et d. (1988) auf enen enterohepatischen
Kreidauf hin.

OA wird im Magendarmtrakt durch Abspatung von Phenyldanin zum weniger toxischen
Oa umgewanddt. Die Hydrolyse erfolgt dabel vor alem durch die mikrobiele Hora und
Fauna GALTIER und ALVINERIE (1976) wiesen in ener In vitro-Studie nach, dass die
mikrobidle Hora des Blinddarmes von Ratten die Peptidbindung von OA hydrolysert.
MULLER (1995) belegte in dner In vitro-Sudie die Hydrolyse im Panseninhdt. Auch im
Caecuminhdt und in Homogenaten aus Duodenum, lleum und Pankress der Raite konnten
SUZUKI e d. (1977) die Hydrolyse zeigen. MADHYASTHA et d. (19928) wiesen nach,
dass die Hydrolyse von OA zu Oa und Phenyldanin bei der Ratte hauptsichlich im
Blinddarm und Dickdarm ausgeftihrt wird. In der Niere und der Leber der Ratte wurde
entweder keine oder nur eine sehr geringe Hydrolyse von OA zu On festgestellt (SUZUKI
et d. 1977). In Hepatozyten von Ratten war diese Resktion ebenfdls nicht existent
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(HANSEN & d. 1982). Die Enzyme, mit deren Hilfe die intestinde Mikroflora die
Hydrolyse audfiihrt, wurden bisher nicht identifiziet. Fir die korpereigenen Enzyme
Carboxypeptidese A und Chymotrypsin konnte lediglich in vitro diese Fahigkeit
nachgewiesen werden (PITOUT 1969, DOSTER und SINNHUBER 1972). Somit bleibt
unklar, inwiewat in vivo en Abbau von OA durch korpereigene Peptidasen im
Magendarmtrakt erfolgt.

Die Elimination von OA efolgt Uber den Harn und Uber die Gale. Zur renden Sekretion
bzw. Resbsorption von OA liegen mehrere Untersuchungen vor. Mit einem pK-Wert von
7,04 ig¢ OA ene schwache Saure und liegt bel physiologischem pH-Wert ds Anion vor.
SCHWERDT et d. (1996) zeigten, dass die rende Akkumulation organischer Anionen
Uber einen Cotransporter erfolgt, der in der peritubuldren (basolateralen) Membran render
Ephitdzdlen lokdigert ig und fur den p-Aminohippura (PAH) die Moddlsubstanz igt.
Die peritubuldre Aufnahme organischer Anionen (der Transport aus dem Blut in proximae
Zdlen) wird Uber drel dch erganzende Mechanismen bewerkstdligt (PRITCHARD et d.
1987, PRICHARD 1993): (1) Na/K*-ATPase (basolateral), (2) Natrium-Dicarboxylat
(DC)-Cotransporter (NaDC-Cotransporter, basolateral), (3) Anionaustauscher (OA vs.
DC).

De zuletzt genannte Prozess ig ein klassscher Transporter fir organische Anionen, der
extrazdlul&e organische Anionen aus dem Tubuludumen gegen enen elektrochemischen
Gradienten in die renden Zdlen im Ausausch fir intrazdlul&e Dicarboxylae (zB. a-
Ketoglutarat) entlang ihres eektrochemischen Gradienten aufnimmt. Der Dicarboxylat-
Gradient wird sowohl von zdluld&rer Produktion von a-Ketoglutarat ads auch von der
Aktivitdt des NaDC Cotransporters beeinflusst. Dieser Trangporter verbindet die
Aufnehme von Dicarboxylat aus dem Plasma mit dem Trangport von Natrium entlang des
gektrochemischen Gradienten in  rende Zdlenn Dea nach auen  gerichtete
dektrochemische Gradient von Natrium wird seinersats durch die Aktivitad der NaK-
ATPease beeinflusst (WELBORN et a. 1998).

ZINGERLE et d. (1996) zeigten in ener In vivo-Untersuchung bel Ratten, dass entlang
des Nephrons sowohl im proximaen as auch im distalen Bereich OA reabsorbiert werden
kann. Nach SILBERNAGL e a. (1987) efolgt die Redbsorptin von OA in diesen
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Bereichen durch den H*-Dipeptid-Cotransporter  (pH-abhdngig) und zT. durch
nichtionische Diffuson. Unter physologischen Bedingungen i nach DAHLMANN et .
(1998) die Regbsorption im proximden Tubulus und im dicken aufgeigendem Ad der
Henleschen Schlefe und im Sammerohr der Ratte am grofden. In einer Untersuchung von
GROVES et d. (1999) zeigte sich, dass der sekretorische Fluss bel Kaninchen ca. achtmd
grof3er ds der Reabsorptionsfluss ist, womit sich eine deutliche Nettosekretion ergibt.

2.6  Toxikologie von Ochratoxin A

Mykotoxikosen gdlen  Vegiftungen dar, die durch die Aufndhme von Pilzgiften
hervorgerufen werden. Nach SCHIEFER e d. (1990) lassen dch dre klinische

Verlaufsformen unterscheiden:

1. Primé& akute Mykotoxikose
Akuter  Krankhetsverlauf  mit  gchtbaren Symptomen  (z B.  gedtorte
Nierenfunktion), die im Extremfal zum Tod fiihren kénnen.

2. Primér chronische Mykotoxikose
Se alet dch in Lesungsdepressonen (z. B. schlechtere Reproduktiondeistung).
Klinische Symptome snd be dieser Verlaufsform latent.

3 Sekundére Erkrankung ds Folge der Mykotoxinaufnahme
Durch die (chronische) Aufnahme niedriger Toxinkonzentrationen seigt z. B. die

Anfaligkeit gegentiber bakteridlen und virden Infektionskrankheiten.

Bereits vor Uber 70 Jahren entdeckte LARSEN (1928) in Dénemark die sogenannte
mykotoxische Nephropathie as chronische Erkrankung mit  geringer Mortditét  be
Schweinen. Be anderen Tieraten (z. B. Gefligd, Pferd) fuhrten Ochratoxine zu dhnlichen
Schédigungen der Niere. Die Nierenschédigung beim Schwein besteht in einer selektiven
Schédigung des proximaden Tubulusephitels, die zu Polyurie, Proteinurie und Glucosuie
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und schliefdich zu einer hochgradigen Dehydratation fihrt (PLONAIT et a. 1988). Nach
ROLLE und MAYR (1993) grefen diese Verdnderungen in ausgepragten Falen auf die

Glomeruli Uber.

Neben der beschriebenen Nierenschadigung  treten im Zusammenhang mit  ener
Ochratoxikose weitere Effekte von OA auf. Diese beinhdten zB. ene verminderte
Wachsumdestung (DWIVEDI und BURNS 1986), gestérte Blutgerinnung (DOERR et 4.
1981), Veranderungen in der Skdettstruktur (HUFF et at. 1980), Anamie (HUFF et 4.
1979), Leukozytopenie (CHANG et d. 1979), veminderte Glykogensynthese (HUFF et d.
1979), verminderte leukozytdre Phagozytose und veranderte Konzentrationen von
Serumparametern, wie ene verminderte Konzentration von Plasmaproteinen, Harngtoff,
Cholesterol und Tryglyceriden und ene erhdhte Kreatininkonzentration und bei Végen
auch erhohte Harnsaurespiegel (HUFF et a. 1988).

Be Schweinen, die finf Wochen lang mit 0,2 bzw. 1,2 mg OA/kg Futter gefiittert wurden,
nahmen in den Nieren die Aktivitdten der Phosphoenolpyruvatcarboxykinase (PEPCK)
und der cytosolischen g Glutamyltranspeptidase nach einer Woche jeweils um ca 40 % &b
und blieben auf diesem Niveau stabil (KROGH et d. 1988). Dabel scheint besonders die
Aktivitdt von PEPCK en sendtiver Indikator fUr die porcine Nephropathie zu sein und
ddit daher eine Mdoglichket zur Diagnosik OA-induzierter Nierenschdden dar. Die
PEPCK ig en Schlissdenzym der Gluconeogenese. Nach MEISNER und SELANIK
(1979) korrelierte der Rickgang der Enzymeaktivitét gut mit der renden Gluconeogense
aus Mdat, Glutamin, Lactat und Pyruvat, welche um 28, 32, 39 bzw. 61 % gehemmt
wurde. Die Mdoglichkeit, dass auch andere Enzyme (z. B. die Pyruvat-Carboxylase)
ebenfals beantrdchtigt werden, kann nicht ausgeschlossen werden. Die Aktivitét der
Leber-PEPCK wurde in dieser Untersuchung nicht beeinflusst.
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Das Wisen Uber Toxizitdtsmechanismen von OA is noch nicht vollséndig. In der
Literatur werden drei Mechanismen beschrieben:

1. Hemmung der tRNA-Synthetasen und ene damit verbundene reduzierte
Proteinsynthese (MARQUARDT und FROHLICH 1992).

2. Hemmung der mitochondriden Respiration, die mit einer ATP-Depletion
korreliert ist (ROSCHENTHALER et a. 1984).

3. Pro-oxidative Mechanismen, die unter andeem 2zu eng gedeigerten
Lipidperoxidation fiihren (FINK-GREMMELS et d. 1995).

Mausen, denen ene intraperitonede Doss von 1 mg OA/kg LM verabreicht wurde,
zeigten eine Hemmung der Proteinsynthese in der Niere um 68%, in der Milz um 75% und
in der Leber um 26%. Die Hemmung konnte be gleichzeitiger Gabe von Phenyldanin
verhindert werden (CREPPY et d. 1984). Hieraus folgerten die Autoren, dass es sich um
eine kompetive Hemmung von Phenyldanin mit OA handdt. Nach CREEPY et d. (19833
hemmt OA das Enzym Phenyldanin-tRNA-Synthetase, welches die Aminoacylierung der
fur Phenyldanin  sezifischen  tRNA-Molekile katdyset. Kene Hemmung der
Proteinsynthese in vitro efolgte durch Oa. Nach MOORE and TRUELOVE (1970)
hemmte Oa zwar im sdben Mae wie OA die Respiration der Mitochondrien, doch
aufgrund der nach LI et a. (1997) ca 10-fach geringeren Habwertszeit im Organismus
vonOg im Vergleich zu OA, scheint dieser Effekt in vivokeine Rolle zu spiden.

Phenyldanin scheint im Bereich der Toxizitd von OA ene zentrde Rolle zu spiden. Unter
in vitro-Bedingungen war die OA-induziete Hemmung der Proteinbiosynthese von Ratten-
Hepatozyten durch Zugabe von Phenyldanin vollsténdig reversbe (CREPPY et d. (1979)
Eine Verminderung nephrotoxischer Wirkungen bel der Ratte (KANE et d. 1986), die
Verhinderung der OA-induzierten Teratogenee bel Ratten (MAYURA e da. 1984) und
verminderte immunsuppressve Effekte be Méausen (HAUBECK et d. 1981) durch
Phenyldanin sind ebenfals beschrieben.

Ahnliche Wirkungen wie von Phenyldanin  wurden von Aspatan  (L-Aspartyl-L-
Phenyldaninmethylester), einem Strukturandogon zu OA und Phenyldanin  beschrieben.
In ener in vitro-Untersuchung von BAUDRIMONT et d. (1997) wurde in Nierenzellen
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von Affen eine OA-bedingte Reduktion der Proteinsynthese festgestellt. Wurde Aspartam
in zehnfach hoherer Konzentration ds OA gppliziet, so wurde en patidler Schutz
gegeniber der OA-induzierten Inhibition der Proteinsynthese festgestelt. Wurde Aspartam
24 Stunden vor OA veradbreicht, so war der Schutz wesentlich effizienter. Aspartam beugte
in diesr Untersuchung den durch OA induzierten verminderten Enzymaktivitéien, wie der
Laktat-Dehydrogenase, g-Glutamyl-Transferase und  adkdische Phosphatase in - OA-
behandelten Zdllen vor.

In in vitro Studien mit Mitochondrien der Raitenleber wurde beobachtet, dass OA die
Atmung der Mitochondrien hemmt, indem es ds kompetiver Hemmfaktor der
Transportproteine fir Succinat, Mdonat, ADP, ATP und anorganisches Phosphat, die in
der inneren Mitochondrienmembran lokdiset snd, fungiet (MEISNER und CHAN
1974). MEISNER (1976) zeigte an Mitochondrienprdparationen, dass die Aufnahme von
OA in die Mitochondrien ein energiesbhangiger Prozess ist, der zur Folge hat, dass sich der
mitochondrile ATP-Vorrat entleert. Nach ALEO et d. (1991) ist die Toxizité von OA im
proximden Tubulus der Ratenniere nicht auf ene esenabhéngige Lipidperoxidation
zurtickzufUhren, sondern auf eine Hemmung der Mitochondrienfunktion.

Die Erzeugung freer Radikde und eine gedegerte Lipidperoxidation snd der dritte
wichtige Toxizitésmechanismus von OA. RAHIMTULA e d. (1988) zeigten in ener in
vitro-Untersuchung, dass OA in Lebermikrosomen der Ratte die Rate der NADPH oder
Ascorbat abhéngigen Lipidperoxidation, welche anhand des Angtiegs von Maondiddehyd
erfasst wurde, geigerte. In vivo-Untersuchungen von HASINOFF et d. (1990) und OMAR
et d. (1990, 1991) zeigten, dass OA ein Chelat mit Eisen bildete. Dieses Chelat produzierte
in Anwesenheit des NADPH-abhangigen Cytochrom P-450-Reduktase-Systems reaktive
Sauerstoffverbindungen (ROS). Diese reagierten wiederum mit Lipiden unter Bildung von
Lipidperoxiden.

Die Produktion von ROS wird dlgemein durch Antioxidantien (zB. Vit. A, C, E)
kontrolliert. MALAVEILLE e d. (1994) zeigten, dass durch die Zugabe der Antioxidans
Trolox C, enem wassxlddichem Vitamin E-Andogon, bel E. coli die genotoxischen
Effekte von OA verhindert wurden. Einen dhnlichen protektiven Effekt in Mé&usen konnten
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BOSE und SINHA (1994) fur Vitamin C und KUMARI und SINHA (1994) fur Vitamin A
zeigen.

PLANK et a. (1990) untersuchte die protektive Wirkung von Aktivkohle, verschiedenen
Bentoniten und hydrietem NaCaAl-Slikat gegeniber OA beim Schwein. Wéhrend der
Zusatz von hydrietem NaCaAl-Slikat (1 %) und saurem Bentonit (1 %, 10 %) zu OA-
hadtigem Futter (1 mg/kg) keinen Einfluss auf die OA-Konzentration im Serum und in den
Geweben hatte, bewirkte eine 1 %-ige Zumischung von Aktivkohle ene lechte Senkung
des Toxingpiegels. Eine 5 - 10 %ige Zulage dieses Adsorbens fihrte zu einer deutlicren
Absenkung des Toxingpiegels (50 — 80 %). In enem 16 Wochen dauerndem Versuch
zeigten die Autoren ebenfdls dass durch ene langfristige Aktivkohlegpplikation
gleichzetig die Resorption essantidler Futterinhdtsstoffe (z. B. Vit E) negativ beainflusst
wird. Eine Vedinnung des Energie- und Néahrdoffgehdtes sind ebenfals zu erwarten.
Daher ig en prophylaktischer Zusaz von 5-10 % Aktivkohle nicht redigtisch.
MADHYASTHA e d. (1992) zeigten, dass durch Zugabe von Cholestyramin sowohl die
OA-Konzentration im Blut ads auch die Uber den Harn ausgeschiedene OA-Menge deutlich
verringert wird. Die Ausscheidung Uber Faeces war hingegen gesteigert. Dies l&sst auf eine
verringerte Bioveflgbarkeit von OA <chlielen. Der Preis fir Cholestyramin i nach
KERKADI e d. (1998) dlerdings fir ene okonomisch sinnvolle Anwendung in der
Tierproduktion zu hoch.

2.7 Pravention von OA-Kontaminationen, Stabilitdt und Dekontamination von
Ochratoxin A

Um nach dar Emnte das Pilzwachstum bzw. die Bildung von OA zu vermeden ig es
notwendig, Bedingungen einzugstelen, bei denen das PRilzwachstum wetgehend gebremst
wird. Nach Befunden von ABRAMSON (1992) ig die routinermd3g durchgeftihrte
Trocknung des Getreides nach der Ernte auf einen Feuchtegehdt von 15% oder weniger
ausreichend, um die Bildung von OA zuverldssg zu vermeiden. Nach der Trocknung muss
die Temperatur moglichst niedrig gehaten werden. Die Temperaturen, bei denen das
Rlzwachsum dagniert, snd von der PRilzat abhdngig (dehe 24). Zur Vermedung
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mikrobidlen Wachsums konnen, wenn keine Mdaglichkeiten zur schnellen Trocknung des
Ernteguts gegeben snd, chemische Konsarvierungamittel (z.B. Propionséure) eingesetzt
werden (MULLER et a. 1980).

Zumindest in Getreide i OA nicht dabil. TRENK et d. (1971) zeigten, dass der Gehalt
von OA (nach Zusatiz von 1800 ng/kg) in Hafermehl bei 28°C innerhdb von dre Wochen
um 38% und innerhab von zwolf Wochen um 55 % sank. Welcher Mechanismus dem
Abbau zugrunde lag, konnte nicht geklat werden. Zur Stabilité von OA gegenlber
|ebensmitteltechnol ogischen Verfahren wurden verschiedene Untersuchungen
durchgefuihrt. Aufgrund der reativen Hitzestahilitdt von OA konnte der OA-Gehdt durch
Kochen oder Braten von Schweinefleisch (JOSEFFSON und MOLLER 1980) oder durch
Backen von Brot und Biskuits (OSBORN 1979) lediglich veringet werden. Nach
CHELKOWSKI et d. (1980) wird bei der mihlentechnischen Verarbeitung von Getreide
ein Tel des Mykotoxins mit der &l¥eren Schicht vom Korn abgetrennt. Eine Trocken- oder
Nasseinigung von Getreide fihrt nach CHELKOWSKI e d. (1981) zu kener
Verminderung der OA-Kontamination.

Die Behandlung mit Ammoniak gelt ein Detoxifikationsverfahren von OA dar. MADSEN
et d. (1983) konnten bei Gerste durch Begasung mit einem Luft- Ammoniak-Gemisch (5 %
NH,) die Ausgangsgehdte dieses Toxins deutlich senken. Die Autoren weisen dlerdings
auch darauf hin, dass durch die NH;-Behandlung die Proteinquditét der Futtermittel
aonimmt. Die Futteraufnehme, Gewichtszunahme und Futterverwertung von  Schweinen
wurde durch die NH;-Behandlung ebenfalls negativ beeinflusst (MADSEN et d. 1983).

Ferner gibt es Versuche, OA biologisch zu desktivieren, da manche Mikroorganismen in
der Lage sind, OA abzubauen. VARGA et d. (2000) untersuchten in vitro die Fahigkeit
gniger AspergillusStdmme, OA abzubauen. Aspergillus fumigatus und schwarze
Aspergillus-St@mme fihrten die Hydrolyse von OA zu Oa und Phenyldanin aus. Ein
atoxischer A. niger Stamm flhrte die Hydrolyse sowohl in fetem ds auch in flissgem
Medium aus. Aus ener Untersuchung von STANDER et d. (2000), in der zahireiche
kommerzielle Hydrolasen auf ihre Fahigket, OA zu Oa und Phenyldanin zu hydolyseren
getestet wurden, geht hervor, dass eine Lipase von A. niger die Hydrolyse ausfihren kann.
Der Abbau von OA duch enige Lactobacillus, Streptococcus und Bifidobakterium
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Stamme wurde ebenfals in Milch beobachtet (SKRINJAR et a. 1996). Uber den Einsatz
von Bakteriengammen fir die Detoxifiketion von OA-kontaminieten Futtermitteln
exigieren noch keine Berichtee Aspergillus niger  wird dledings in  der
Futtermittelindustrie  bereits fir die Produktion verschiedener Enzyme und organischer
Sauren eingesetzt.

Aufgrund der ausgepragten hydrolytischen Tétigkeit der Pansenmikroorganismen wéare die
Verfitterung OA-kontaminierten Getreides an Wiederkduer ene interessante Maoglichkeit,
OA-kontaminierte  Futtermittel  6konomisch zu  vewerten und OA ohne grofe
Aufwendungen flr Detoxifikationsverfahren aus der Nahrungskette zu entfernen.

Nach KIESSLING e a. (1982) sind vor alem die Protozoen (ca. 88 %) und zu geringerem
Antell Bakterien (ca 12 %) fir die Hydrolyse von OA zu Oa im Pansen verantwortlich.
Lebende Protozoen snd in Pansen, Haube und Blétermagen anzutreffen (WILLIAMS und
COLEMAN 1992). In diesen Kompartimenten des Gastrointestinatraktes konnten HULT
et a. (1976) auch die Hydrolyse von OA zu Oa und Phenyldanin nachweisen. RIBELIN
et d. (1978) fanden be intravendser Applikation einer Einmaddoss von OA im Han von
Rindern nur OA, be order Verabreichung nur den Metaboliten Ga und erklérten dies mit
der extensven hydrolytischen Tétigkeit der Pansenflora.

De Nachwes der Metaboliserung von OA im Pansen reicht alerdings nicht aus, um die
Vefitterung kontaminierten Getreides an Wiederkduer as Dekontaminationsverfahren
gnzusatizen. Zum einen muss dafir die Entgiftungskgpazitde des Pansens be  chronischer
Futterung von OA-kontaminierten Futtermittlen  bekannt sain, zum anderen miissen
madgliche Einflisse auf die vorherrschenden Bedingungen im Pansen in Hingcht af die
Effizienz der hydrolytischen Tétigkeit der Vormegenflora berlickschtigt  werden.
Weiterhin besteht die Mdglichkelt, dass OA in vivo zu weteren Metaboliten ab bzw.
umgebaut wird, deren Toxizitét zu kldren i
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3 Experimentdler Tell

31 Material und M ethoden

3.1.1 Einfluss der Dosierungen von Ochratoxin A in der Ration auf toxikokinetische
Parameter von Ochratoxin A beim Schaf (Versuch 1)

Zid von Versuch 1 war es, den Einfluss der Doserungen von OA auf die Gehdte von OA
und Oa im Blutserum und in der Pansenfliissigket, auf die Elimination von OA und Oa
Uber Kot und Harn und auf die Nahrstoffverdaulichkeiten zu untersuchen.

Im Versuch standen 12 Hammel der Rasse Coburger Fuchsschaf mit einer LM von 39,3 +
15 kg (MW + SD) zur Vefigung. Die Hdtung efolgte von Tag 1 bis Tag 14 in
Gruppenhdtung mit Einzdanbindung wéhrend der Fitterung. Von Tag 15 bis Tag 31
wurden die Tiere in Stoffwechsalkéfigen gehdten.

Die Fitterung efolgte zweimd téglich jewells um 7:30 Uhr und um 1830 Uhr. Wasser
dand den Tieren Uber Sdbdttrénken zur freien Aufnahme zur Verfligung. Das OA wurde
zu Beginn jeder Fitterung mit einer 100 g-Portion Weizen, die den jewells ndtigen Antell

OA kontaminieten Weizens enthidt. Ochratoxin A wurde auf dem Weizen von ener
Kultur von Aspergillus ochraceus NRRL 3174 nach dem Verfahren von XIAO et d. (1995)
produziert. Der hochkontaminierte Weizen (3 mg OA/g) wurde mit dem Futterweizen, der
vorher in ene Gereidemihle mit der Sebgrolle 3 mm vermahlen wurde, auf ene
Konzentration von 11,0 ng OA/g verdinnt. Jewells drel Schafe erhidten einen OA-Antel
in der Ration in Hohe von 0, 9,5, 19,0 oder 285 ng OA/kg Lebendmasse (entspricht einer
taglichen Aufnahme von 0, 387, 774 und 1161 ng OA Tag).Es ergaben sch folglich 4
Behandlungen.

Die Schafe erhidten ene Ration, mit enem Konzentratfutter:Grobfutter-Verhdtnis von
70:30 in der Trockenmasse. Die Ftterung erfolgte auf Basis des energetischen Bedarfs fur
Erhdtung von 0,43 MJkg LM %7 (GfE 1996). Als Konzentratfutter wurde in dem Versuch
Weizen, Weizenklede und Minerdfutter eingesetzt, as Grobfutter diente Grasslage. Die
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andyserten Rohnéhrgtoffgehdte der Rationskomponenten und die
Rationszusammensetzung sind in Tabelle 5 dargestdt.

Tabelle 5: Zusammensetzung der Rationskomponerten und der
Gesamtration (Versuch 1)
Rationskomponenten Weizen Weizenr  Mineral- Gras Gesamt-
kleie futtert) slage  ration, %
% in der Ration 41,5 2,8 2,5 28,2 -
Trockenmasse, % 85,2 86,4 96,9 39,9 51,5
Asche 14 6,1 82,6 6,5 47
Organische M asse 98,6 93,9 17,5 93,6 70,4
Rohfaser 3,0 9,4 34,8 11,3
Rohprotein 13,2 17,2 9,7 8,7
Rohfett 1,2 35 18 11
Stéarke 69,8 16,1 12 29,7
NDF2 154 43,9 62,8 25,3
ADF? 34 12,7 358 11,9
ADL? 0,9 4,6 40 1,6
4 Zusammensatizung des Minerdfutters nach  Hergtdlerangaben  (sehe  Anhang
Tabelle 44)
2) NDF = Neutral-Detergenzienfaser, ADF = Sdure-Detergenzienfaser, ADL = Saure-
Detergenzienlignin

3.1.2 Einfluss der Rationszusammensetzung auf toxikokinetische Parameter von
Ochratoxin A beim Schaf (Versuch 2)

Zid von Versuch 2 war es, den Einfluss der Rationszusammensatzung auf die Gehdte von
OA und QGa im Blutserum und in der Pansenflissgket, auf die Elimingtion von OA und
Oa Uber K ot und Harn und auf die Nahrstoffverdaulichkeiten zu untersuchen.
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Es kamen 12 Hammd ener Weisskopf-Texd Kreuzung mit eénem LM von 58 + 3.0 kg
(MW + SD) zum Einsatz. Die Hatung und das Fitterungsregime wurden wie in Versuch 1
durchgefihrt.

Die Schafe wurden in 4 Fitterungsgruppen mit je 3 Tieren unterteilt. Eingesetzt wurden
zwel Rationen, die sch im Konzentratfutter:Grobfutter-Verhdtnis (KF.GF) unterschieden.
Je Periode bekamen jewells 6 der 12 Tiere eine Ration mit eéinem KF. GF- Verhdtnis von
70:30 bzw. 30:70. Als Konzentrattfutter dienten Weizen, Sojaextraktionsschrot und
Minerdfutter, ds Grobfutter wurde Grasslage verwendet. Innerhab ener Ration wurde
be jewels dre Tieren en Tell des Wezens durch OA-kontaminierten Weizen ersetzt, so
dass dch zusitzlich jewells die Behandlungen 0 und 14,3 ng OA/kg LM (entsprechend
ener téglichen Aufnahme von 0 und 940 ng OA/Tag) ergaben (Tabelle 6). In Periode 2
wurden die Tiere so getauscht, so dass die Versuchsanordnung einem ,balanced two-
period changeover design“ (GILL und MAGEE 1976) entsprach, dessen Aufbau in Tabelle
7 wiedergegeben it

Die andyserten Rohnéhrstoffgehdte der Rationskomponenten und die
Rationszusammensetzung sind in Tabele 8 dagestdlt. Das Erndhrungsniveau entsprach
dem 1,4-fachen des energetischen Bedarfs fr Erhatung (0,43 MJkg LM?75 | GfE 1996).

Tabelle6: Rationen (Versuch 2)

Ration® KF.:GF-Verhaltnis? OA-Aufnahme (mg/kg LM ¥)
KFH-OA 70:30 14,3
KFH 70:30 0
KFEN-OA 30:70 14,3
KFN 30:70 0

* KFH= Konzentratfutter hoch, KFN= Konzentratfutter niedrig, OA= mit OA-
kontaminiertem Weizen in der Retion
KF.GF-Verhdtnis = Kraftfutter: Grobfutter- Verhdtnis
LM = Lebendmasse
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Tabele7:  Versuchsanordnung (Versuch 2)t

Tier Periode 1 Periode 2
1 KFN KFH
2 KFH KEN
3 KEN KFN-OA
4 KFH KFN-OA
5 KEN KFH-OA
6 KFH KFH-OA
7 KFH-OA KFEN
8 KFEN-OA KEN
9 KFH-OA KFH
10 KFEN-OA KFH
11 KFH-OA KFN-OA
12 KFEN-OA KFH-OA

: KFH= Konzentratfutter hoch, KFN= Konzentratfutter niedrig, OA= mit OA-
kontaminiertem Weizen in der Ration
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Tabelle8: Rationszusammensetzung der  Rationskomponenten  und  der
Gesamtration (Versuch 2)

Rationskomponenten Weizen SESY Mineral-  Gras- Gesamtration, %

futter? silage

% in der Ration

KF:GF = 70:30 59,8 6,8 5,7 27,7 -
KF:GF =30:70 265 31 4,9 65,5 -

KF.GF KF:GF

70:30 30:70
Trockenmasse, % 87,0 89,6 98,6 38,5 74,4 55,9
Asche 15 69 926 8,3 8,9 10,0
Organische M asse 985 931 7.4 91,7 91,1 89,4
Rohfaser 20 74 33,0 10,8 22,4
Rohprotein 131 47,2 10,6 14,0 119
Rohfett 1,7 28 17 1,7 1,7
Starke 632 18 1,2 38,3 17,6
NDF® 134 15,0 62,2 20,3 448
ADF® 28 99 37,2 12,7 25,4
ADL® 07 06 2.9 1,3 2,1

SES = Sojaextraktionsschrot

2 Zusammensatizung des Minegrdfutters nach  Hergdlerangaben  (3ehe  Anhang
Tabelle 44)

3 NDF = Neutrd-Detergenzienfaser, ADF = Saure-Detergenzienfaser, ADL = Saure-
Detergenzienlignin
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3.1.3 Einfluss des Fitterungsniveaus auf toxikokinetische Parameter von Ochratoxin
A beim Schaf (Versuch 3)

In Versuch 3 wurde der Einfluss des Fitterungsniveaus und der OA-Doss auf die Gehalte
von OA und Oa im Blutserum und in der Pansenfliissgket, auf die Eliminaion von OA
und Og Uber Kot und Harn und auf die Nahrstoffverdaulichkeiten untersucht.

Es kamen 12 Hammd einer Weisskopf-Texd Kreuzung mit eénem LM von 48 + 3,9 kg
(MW + SD) zum Einsatz. Die Hatung und das Fitterungsregime wurden wie in Versuch 1
bzw. 2 durchgefihrt. Versuch 3 umfasste zwel Perioden mit einer Dauer von jewells 31
Tagen.

Das Erndhrungsiiveau in Periode 1 entsprach dem energetischen Erhdtungsbedarf von
Schafen (0,43 MJkd® > ,GFfE 1996), in Periode 2 wurde das Erndhrungsniveau um den
Fektor 1,7 gesteigert. Die Ration setzte sch in k@den Perioden aus 70 % Konzentratfutter
und 30 % Grobfutter zusammen. Als Konzentratfutter dienten  Weizen und
Sojaextraktionsschrot und Mnerdfutter, ds Grobfutter wurde eine Grassslage engesetzt..
Die andyserten Rohnéhrstoffgehdte der Rationskomponenten und die
Rationszusammensatzung sind in Tabdle 10 dargestdlt. Die Schafe wurden in belden
Perioden in 4 Fitterungsgruppen mit je 3 Tieren unterteilt. Je Periode ergaben sch somit
wie in Veasuch 1 vier Behandlungen mit den téglichen OA-Aufnaéhmen von 0, 8,2, 17,0
oder 26,3 ng OA/kg Lebendmasse (dies entspricht téglichen OA-Aufnahmen von 0, 374,

743 und 1069 ng/Tier).
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Tabdle 9: Rationszusammensetzung der  Rationskomponenten  und  der
Gesamtration (Versuch 3)

Rationskomponenten ~ Weizen  SESY Mineral- Grass  Gesamt -
futter? slage  ration, %
% in der Ration 56,4 6,1 2,8 34,7 100
Trockenmasse 86,7 87,8 98,5 41,1 71,3
Asche 1,6 6,8 91,8 8,1 6,7
Organische M asse 98,4 93,3 8,2 91,9 93,7
Rohfaser 2,2 7,2 34,1 13,5
Rohprotein 13,7 47,2 10,4 14,2
Rohfett 1,7 3,2 15 17
Starke 61,4 0,8 0,9 35,0
NDF® 14,7 16,6 645 3.7
ADF® 32 10,5 381 157
ADL? 0,8 0,7 31 1,6

SES = Sojaextraktionsschrot
Zusammensetzung  des  Minerdfutters nach  Herstellerangaben  (Sehe  Anhang
Tabelle 44)

3 NDF = Neutrd-Detergenzienfaser, ADF = Saure-Detergenzienfaser, ADL = Saure-
Detergenzienlignin

3.1.4 Versuchgdurchfiihrung, Probengewinnung und Probenaufber eitung
(Versuch 1bis3)

Die Art der Probenentnahme und der jewelige Zetpunkt sind in Tabele 10 dargestdlt.
Die Blutentnahme erfolgte jeweils vor Beginn der Morgenfitterung an den Tagen 1, 5, 9,
13, 23 durch Punktion der vena jugularis. In Versuch 1 und 2 wurde zusétzlich an Tag 29
Blut entnommen. Zur Serumgewinnung wurden die Blutproben ene Sunde be
Raumtemperatur stehen gdassen und anschlielend bel 4000 U/min und 4 °C fur 30
Minuten zentrifugiert. Anschliel3end wurde das Serum in 1 bis 2 ml Portionen aufgeteilt
und in Eppendorcups pipettiert und bel —18 °C bis zur weiteren Andyse aufbewahrt.
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Tabelle10: Zatplan fur die Probenentnahme

Art der Probe Zdtpunkt der Gewinnung
Blut Tag 1,5, 9, 13, 23, 29+
Kot und Harn (quantitativ) Tag1l5-22

Pansensaft Tag 24 und Tag 25
Cr-EDTA Tag 26-31

1 Probenahme an Tag 29 entfid bei Versuch 3

Um die Himinaion von OA und Oa Uber Kot und Han zu efassen, efolgte die
quantitative Kot- und Harnsammlung in dlen Versuchen jewels Uber e@nen Zeitraum von 7
Tagen (Tag 15 — 22) mittds Kotschirzen bzw. Hanwannen, die jewels zur Fitterung
entleert wurden. Nach Bestimmung der Gesamtmengen des gesammeten Kots und Harns
wurden die kumulativen Proben homogeniset und anschliel?end ene représentative Probe
entnommen (ca. 1 kg bzw. 11), diebe —18 °C bis zur weiteren Andyse eingefroren wurde.
Zusdizlich wurden zur Ermittlung der  Néhrgtoffverdaulichkeiten wahrend der Kot- und
Harnsammelperiode représentative Proben der  eingesetzten Rationen gesammet und
ebenfalsbe —18 °C bis zur weiteren Analyse aufbewahrt.

Pansensaft wurde in dlen Versuchen am Tag 24 um 7:00, 11:00 und 1700 Uhr und am Tag
25 um 800 und 14:00 Uhr mit ener Schlundsonde nach GEISHAUSER und GITZEL
(1996) entnommen. Die pH-Wert-Messung efolgte unmittdbar nach Pansensaftentnahme.
Anschlieffend wurden 30 ml Pansensait mit 6 ml ortho-Phosphorsdure (2,25 mol/l) zur
Inaktivierung der Pansenflora angesduert, gut durchmischt und bel -18 °C bis zur welteren
Andyse aufbewahrt.

An Tag 26 wurde den Tieren zur Bestimmung der Ingesta- Passagerate via Schlundsonde
180 ml Cr-EDTA- Losung (554 g Cr/l) in den PansenHauben-Raum appliziert. Fir die
Herstellung der Cr-EDTA-Lésung nach dem Verfahren von BRANDT und KUHN (1987)
wurden pro Ansatz 28,4 g reines CrClL, x 6 H,O in ca 325 ml dest. Wasser gelost (Ldsung
A) und 40 g Na,-EDTA (,Titriplex II*) in 425 ml dest. Wasser gelost (Losung B). Die



30

Losungen A und B wurden anschlieRend vermischt und ene Stunde am  Ruckflusskihler
gekocht. Nach dem Abkiihlen wurde die Losung mit 32 %iger NaOH-Losung neutrdisert.
Funf Ansdtze wurden gepoolt und auf eine Menge von 5 Liter mit aqua bidest aufgefillt.

Der Kot wurde in jeder Versuchsperiode nach Applikation der Cr-EDTA-L6sung nach 0, 6,
9, 12, 15, 18, 21, 24, 30, 36, 42, 48, 60, 72, 84, 96, 108, 120 und 144 Stunden aus den
Kotschirzen entnommen. Die so gewonnenen Frischkotproben wurden sofort bet —18 °C
eingefroren und bis zur Andyse aufbewahrt.

3.1.5 Bestimmung der Rohnahrstoffe und Faserfraktionen

In den Futtermitte- und Kotproben wurden die Rohndhrstoffe, Stérke  und
Zdlwandfraktionen andysert.

Fur jeden Versuch wurden die Futtermittd- und Kotproben der quantitativen
Sammeperiode (Tag 15 bis 22) gemischt. Die Trockenmasse wurde mittels
Gefriertrocknung (48 Stunden) und  anschlieRender Trocknung einer Telmenge im
Trockenschrank bei 105°C Uber Nacht ermittelt. Die gefriergetrockneten Proben wurden in
der Zentrifugdmihle durch eén 1 mm Sieb vermahlen. Fir die Stérke- und Ochratoxin A
Anayse wurden diese durch ein 0,2 mm Seb vermahlen. Die organische Masse wurde
durch Veraschung be 550°C Uber enen Zetraum von 3 Stunden bestimmt. Die
Rohproteinbestimmung erfolgte gem&3 den Vorschriften des VDLUFA (BASLER 1993).
Die Detergenzienfaserfraktionen wurden nach dem von GOERING und VAN SOEST
(1970) beschricbenen Vefaren andyset. Die Stérkebestimmung efolgte nach dem
Verfahren \on BRANDT et a. (1987). Die Stérke wurde dabei durch eine thermostabile a -
Amylase (Temamyl L 120, Novo Indudrids Bagsveed, Dénemak) und ene
Amyloglycosdase zu Glucose gespdten. Die Glucose wurde mit Hilfe eines ATP-NADP-
Gemisches phosphoryliet und ithr Gehdt in der LGsung durch die proportionde
Konzentrationsanderung von NADPH im Photometer bestimnnt.

Zur Anadyse von Cr-EDTA wurden die Kotproben zundchst aufgetaut, mit der Gabe

zerkleinet und gemischt. Zehn Gramm Kot wurden dann gemd3 Methodenbuch des
VDLUFA mit Schwefelsure aufgeschlossen (Kjeldahl- Aufschluss BASLER 1993).
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Die Analyse von Cr-EDTA im Kjddahlaufschluss efolgte nach dem Vefahren von
BRANDT und KUHN (1987). Zehn Milliliter des Kjeldahlaufschlusses wurden in einen
50 ml Messkolben pipettiert. Die Sdurekonzentration der Ldsung wurde mit NaOH
(10molll) herabgesetzt bis ene Blaufarbung entrat. Anschliefend wurden sofort 3 ml
H,SO, (2 mol/l) dazugegeben. Der Losung wurden 250 nl 2%ige Cer(1V)sulfatlosung
zugesetzt und geschiittelt. Die Oxidation von Cr (I1I) zu Cr (V1) efolgte 1 Stunde bei 95
°C im Wasserbad. Die abgekiihite Losung wurde nach Zugabe von 2 Tropfen 0,1-%igem
p-Nitrophenol ds Indikator mit NaOH (1,5 mal/l) bis zur Gebfébung titriet und sofort
mit 10 ml Phoshatpuffer und 500 nl 12%iger Aluminiumsulfatlosung versstzt, auf 50 mi
mit bidedtillietem Wasser aufgeflllt und dann durch Blauband-Filterpapier filtriert. Zehn
Milliliter des Filtrats wurden in ein Resgenzglas pipettiert, mit 3 ml 125 %iger H;PO,
versetzt und gut geschittdt. Nach mindestens 3 Minuten Wartezeit wurde durch Zugabe
von 05 ml 05%iger azetonischer Diphenylkarbazidisung (DCD-LoOsung) der
Farbkomplex gebildet. Die Extinktion der Mesddsung wurde genau 10 und 20 Minuten
nach Zugabe der DCD-Losung be einer Wedlenlange von 546 nm photometrisch gegen
bidedtilliertes Wassar gemessen.

3.1.6 Begtimmung von Ochratoxin A

Ochratoxin A und dessen Metabolit Oa wurden in Harn, Kot, Blutserum, Pansenflissgkeit
und in den eingesetzten Futtermitteln anadysert. Die Extraktion der Serumproben erfolgte
nach der Methode von HULT et a. (1979). Ein Milliliter Serum wurde in ein 35-ml
Zentrifugenrohrchen pipettiet und mit 10 ml eines HCI (0,05 mol/l)/MgCl, (0,1 mol/l)-
Gemisches und 1,5 ml ener NaCkLosung (0,15 mol/l) versetzt und gut geschiitdt. Die
Probe wurde mit 8 ml Chloroform versstzt und das Gemisch 30 min auf enem
Horizontaschitttler geschiittelt. Anschlief?end efolgte ene Zentrifugation bel 4000 g fur 10
min. Der wéssige Uberstand wurde abgesaugt und der Chloroformriickstand in en
Zentrifugenréhrchen Gberfihrt und nach Zusatiz von 1,5 ml bidedtilliertes Wasser 5 min auf
enem Horizontaschittler geschittelt und dann  emneut  zentrifugiet (4000 g fiar 10
Minuten). Der wassrige Uberstand wurde abgesaugt und 5 ml des Chloroformriickstandes
in e@n Glagrohrchen tUberfiihrt und bis zur Trockne eingedampft (Speed Vaca System AES
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1010 Savant Instruments, Holbrook, NY). Vor der HPLC-Andyse wurden die Ricksténde
der Proben in 1 ml Methanol gel6<t.

Fir die Kotproben wurde dieses Verfahren ebenfdls angewendet. Ein Gramm Kot wurde
in en Zentrifugenrohrchen (50 ml) gefullt. Nach Hinzufigen von 10 ml des HCI:MgCl,-
Gemisches wurde mit 0,5 ml HCl (6 mol/l) ein pH-Wert von 2,3 bis 3,0 eingestdlt. Zwalf
ml Chloroform wurden zugesetzt und die Probe 30 min im Horizontalschiittler geschittelt.
Nach Zentrifugation (4000 g, 10 min) und Absaugen des wissrigen Uberstandes wurde der
Chloroformriicksand in  e@n weteres  Zentrifugenrdhrchen  Uberfihrt, mit 3 ml
bidedtillieten Wasser versetzt, 5 Minuten im Horizontdschittler  geschittelt  und
anchlielfend bei 4000 g 10 min zentrifugiert. Funf Milliliter des Chloroformriickstandes
wurde in ein Glagréhrchen Uberfiihrt und verdampft. Die Ricksténde der Proben wurden in
3 ml Methanol gddg.

Die Harnproben wurden aufgetaut. Anschief3end wurden 30 ml der Harnprobe mit & %iger
H;PO, auf e@nen pH-Wert von 20 — 2,5 angesiuert. Dann erfolgte die Extraktion von 9 ml
angesduertem Harn mit 15 ml Chloroform wie bel den Kotproben.

Dea Pansensaft wurde nach der Methode von XIAO e d. (1991) andysert. Der
tiefgefrorene  berets angestuerte Pansensaft wurde aufgetaut und  durchmischt.  FUnf
Milliliter des Pansensaftes wurden dann in einem 50 ml Zentrifugenréhrchen mit 15 ml
Chloroform versetzt und anschlief?end bet 10000 g 15 min zentrifugiert. Nach Absaugen
des wissigen  Uberstandes wurde der  Chloroformriickstand  in én weiteres
Zentrifugenrdhrchen  Uberfihrt und 2 ml  bidedtilliertes Wasser  zugesetzt. Das Gemisch
wurde 5 Minuten im Horizontaschittler geschittelt und bet 4000 g 10 Minuten lang
zentrifugiert. FUNf ml  des Chloroformriickstandes wurden in ein Glasréhrchen  Gberflhrt
und verdampft. Die Rickstdnde der Proben wurden in 3 ml Methanol gel 6.

Ein Gramm der gefriergetrockneten und auf 0,2 mm vermahlenen Futtermittelproben
wurden mit 20 ml eines Gemisches aus Methanol und bidedtillietem Wasser versetzt,
dessen pH-Wert mit 85 %iger H;PO, auf 2,1 gesenkt wurde. Das Gemisch wurde 30 min
im Horizontaschittler geschittelt und be 10000 g fir 15 min zentrifugiet. Eine
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reprasentative Probe des Uberstandes (1 ml) wurde gezogen und fur die HPLC-Anayse mit
Methanol versetzt.

Das angewendete HPLC-Vefahren fir die OA-Andyse wurde be XIAO et d. (1996)
beschrieben. Das HPLC-Sysem benhdtete einen Waers 717 plus Autosampler, enen
Waters 600E HPLC-Kontroller, en Waters In-Line Degaser und einen Waters 474
Fluoreszensdetektor, eingestellt auf ene Exztaion und Emisson von 330 und 450 nm
sowie en Millipore/Waters TCM column oven Sysem (Waters, Eschborn Deutschland).
Ein Aliquot von 30 ni der in Methanol geldsten Proben wurden auf eine 250 ~ 4,6 mm
(i.d) Nova-Pek-C,g Sule, ausgestattet mit einer 20 mm x 39 mm (i.d.), 4 mm Nova-Pak
C,s Vorsiule, bel einer Hussrate von 1,5 ml/min und einer Temperatur von 40 °C gespritzt.
Die Andysen wurden durchgeftihrt, indem Gradienten-Elutions-Profile benutzt wurden.
Die mobile Phase bestand aus bidedtillieten Wasser, dessen pH-Wert mit konzentrierter
H;PO, (85%) auf 2,1 gesenkt wurde (Losung A) und 90 % Methanol mit 10 % Isopropanol
(viv Lésung B). Um die Trennung von OA und Oa von anderen gedsten Substanzen zu
erlechtern, wurden zwe unterschiedliche GradientenProfile genutzt, die in Tabdle 12
dargestdlt snd. Der kurze Gradient wurde bei Serumy, Futtermittel- und Pansensaftproben,
der lange Gradient bel Kot- und Harnproben angewendet. Fir die Préparation der Standards
wurden OA und Oa in renem Ethanol gdds und baserend auf ihrem molaren
Absorptionskoeffizienten von 5500/M/cm be 333 nm fir OA und 6200/M/cm bei 335 nm
fur Oa gpektraphotometrisch kdibriert. AnschlieRnd wurden die Standards bis zur
Trockne verdampft. Die trockenen Proben wurden in Methanol gelost, so dass se ene
Konzentration von 1 — 50 ng OA/ml aufwiesen. Die Quantifiziierung von OA und Oa
wurde auf Bads der Héchen der Pesks mit der Millenium Chromatographie Software
(Waters, Eschborn, Germany) kakuliert. Die Identifikation von OA und Gxa in den Proben
wurde auf Bads de jeweligen Retentionszeit der Standards durchgefiihrt. Die
Retentionszeiten von OA und Oa betrugen 4,0 bzw. 11,5 min fir den kurzen und 15,6 bzw.
289 min fir den langen Gradienten. Alle Proben wurden mit Doppebestimmung
andyset. Die Nachweiggrenze fir OA und Oa berug jewels 02 ng/ml. Die
Wiederfindung betrug 94 %.
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Tabelle11l: Profileder Gradienten-Elution fir dieHPLC Analyse

Kurzer Gradient Langer Gradient

Zeit Losung AY L 6sung B? Zeit, Losung A Losung B
(Min.) (%) (%) (Min.) (%) (%)
0.0 50 50 0.0 72 28
12.0 25 75 5.0 72 28
12.1 10 90 12.0 52 48
17.0 10 90 18.0 52 48
17.1 50 50 28.0 25 75
22.0 50 50 29.0 10 90
34.0 10 90
35.0 72 28
40.0 72 28

Y Zusammensetzung Wasser bidest. und H;PO,
2) Zusammensetzung 90% Methanol und 10% Isopropanal (V/v)

3.1.7 Versuchsauswertung
Berechnung der Verdaulichkeiten
Zur Berechnung der Verdaulichkeiten wurden in der Bilanzperiode (Tag 15-22) die

verzehrte Futtermenge und die mit den Faeces ausgeschiedenen Stoffe quantitativ erfasst
und auf ihre Gehdte an Rohndhrdoffen anaysert.

Verdaulichkeit = ((Iy - Fy )/ 1, )* 100
X = Nahrgtoff (z.B.: TM, OM, ADF,..)

I = Mit dem Futter aufgenommene Menge des Nahrstoffes x
F = Mit den Faeces ausgeschiedene Menge des Nahrstoffes x
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Fur die Berechnunug der prozenzuaen Ausscheidung von OA wurden die Konzentrationen
von Oa nach folgender Formd in OA-Aquivaente umgerechnet:

OA-Aquivdent = (ng Oa/A) x B

A = Molekulargewicht von Oa
B = Molekulargewicht von OA

Berechnung der AUC, Halbwertszeiten und Passagepar ameter

Die AUC (= area under the curve, ng x Tag/ml) wurde gemal der Trapez-Regd flr die
Blut- und Pansenwerte kakuliert. Mit Hilfe des Programms GraphPad™Mversion 2.0 (Graph
Pad Software San Diego, CA) wurden die Habwertszeiten von OA im Pansen berechnet.

Die Berechnung der Passageparameter erfolgte aus den Markerkonzentrationen im Kot
nach der Methode der Gammaverteilung (POND et a. 1988). Fur die Berechnung wurden
zwel  Kompatimente fir Misch — und Passagevorgange angenommen (GROVUM und
WILLIAMS, 1973; MOORE e d. 1992). Der Ort des esen oder schndlen
Kompartimentes i noch nicht restlos geklat. Mdglicheweise et es in Beziehung zu
Subkompartimenten im Reticulorumen, in denen sch Mischvorgénge abspiden. Es konnte
auch postduodend beanflusst werden (MERTENS 1993). Das zweite oder langsame
Kompartiment  reprasentiert  die  Passage  durch  das  Reticulorumen. Folgende
Passageparameter wurden ermittelt:

L: schnelle Passagerate, Passage aus dem 1. Kompartiment

K: Passagerate aus dem Reticulorumen

TD: Zeitverzug bis zum ersten Auftreten des Markersim Kot

Als fraktiondle Passagerate K (h!) gilt der Antell der Ingesta, der pro Stunde das
Reticulorumen verlésst (KASKE 1997). Aus den Markerkonzentrationen im Kot wurden
die Exkretionskurven ergtelt und mit Hilfe des nichtlinearen Verfahrens von SAS (2000;
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PROC NLIN&; iterative Methode nach MARQUARDT), beschricben bei POND e d
(1988), an Moddle ohne Zetabhangigkeit (G1G1) bzw. an Modele mit seigenden Grad
an Gamma- Zetabhangigkeit (GnG1, n = 2 bis 4) angepasst. Die verwendeten Modelle sind
bei MOORE et d. (1992) in SAS?-Programmiersorache aufgefiit. Wegen der guten
Anpassung von G4G1 an die Markerexkretionskurven wurden nachfolgend dle Parameter
der Gammavertellung nach diesem Moddl ermittdt. Die Moddle G1G1, G2G1 und G3G1l
sind im Anhang aufgefuhrt



37

Statistische Auswertung

Einfluss unterschiedlicher Doserungen von Ochratoxin A in der Ration auf

toxikokinetische Parameter von Ochratoxin A beim Schaf (Versuch 1)

Die datistische Auswertung der Blut- und Pansenparameter wurde gemd3 einem Repaeted
Measurement Design durchgefiihrt (SAS Verson 6.12 SAS ind. Inc., Cary, NC). Die
Struktur SP (POW) wurde ds Kovarianzstruktur benutzt, in der die Kovarianz im Lauf der
Zeit dbnimmt. Die Vaianzandyse wurde fir dle an Einzdtier effasten Parameter nach
folgendem Modd| durchgefthrt:

Y;; = m+ Dosis+ Zeit; + (Dosis” Zeit); + g;

Yij = Beobachtungswert

m = Gesamtmittelwert

Dass, =  fixer Effekt der Dosis, i =1, 2, 3,4

Zait, = fixer Effekt der Zdit, j = 1, 5, 9, 13, 23, 29 Tage (Blut) oder j = 1, 4,
7, 10, 13 Stunden (Pansen)

(Dosis” Zeit); = Interaktion Dosis; und Zeit

8 = Restfehler

Wenn ene ggnifikante Dods © Zet Interaktion ermittelt wurde (P < 0,05), wurden die
Mittedwerte zu den jeweligen Zetpunkten gemdd dem ,Fisher's least dgnificance
difference Teds' andyset. Die vaianzandytische Auswertung der Verdaulichkeiten, der
Passageraten, der OA- und Oa -Konzentrationen in Kot und Harn, der AUC-Werte von OA
und Oa in Blutserum und Pansensaft und der Habwertszeiten von OA im Blutserum und
Pansensaft erfolgte mit der Generd-linear-models-Prozedur von SAS. Se umfasste die
Prifung von Dogseffekten. Ergeb die varianzandytische Auswertung sgnifikante Effekte
(P < 0,05), wurden diee mit Hilfe des ,Fisher's lees dgnificance difference Tedts'
datigisch  Uberprift. In den Ergebnigabdlen snd fir die enzednen Doserungen die
ermittelten , least square’’- Mittelwerte angegeben.
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Einfluss der Rationszusammensetzung auf toxikokinetische Parameter von
Ochratoxin A beim Schaf (Versuch 2)

Die datigische Auswertung der Blut- und Pansenparameter erfolgte wie in Versuch 1. Die
Vaiazandyse wurde fir dle an Einzdtier efasten Parameter nach folgendem Moddl
durchgefiihrt:

Yk = m+ KGV, + Dods+ Zet, + (KGV *~ Zeit), + (KGV “ Dods); + (Dosis * Zeit), +
S

Yi; = Beobachtungswert

m = Gesamtmittelwert

KGV;, = fixer Effekt des Konzentrat: Grobfutter-Verhdtnisses, i = 1, 2

Dass; = fixer Effekt der Doserung, j =1, 2

Zeit,, = fixer Effekt der Zeit, k = 1, 5, 9, 13, 23, 29 Tage (Blut) oder j = 1, 4,

7, 10, 13 Stunden (Pansen)

(KGV * Zdit) = Interaktion Konzentrat:Grobfutter-Verhdtnis und Zeit,

(KGV "~ Dody); = Interaktion Konzentrat:Grobfutter-Verhdtnis und Dosis

(Dosis” Zeit), = Interaktion Dosierung, und Zeit,

Bik = Restfehler

Wenn ene ggnifikante Dods ~ Zeit Interaktion ermittelt wurde (P < 0,05), wurden die
Mittdwerte zu den jeweligen Zeitpunkten gemd? dem ,Fishe's least dgnificance
difference Tedts' andydet. Die vaianzandytische Auswertung der Verdaulichketen, der
Passageraten, der OA- und Qa-Konzentrationen in Kot und Harn, der AUC-Werte von OA
und Oa in Blutserum und Pansensaft und der Habwertszeiten von OA im Blutserum und
Pansensaft erfolgte mit der Generd-linear-models-Prozedur von SAS. Sie umfasste die
Prifung von Doss- und KGV-Effekten. Ergab die vaianzandytische Auswertung
sgnifikante Effekte (P < 0,05), wurden diese mit Hilfe des ,Fisher's least sgnificance
difference Teds' datidisch Uberprift. In den Ergebnistabellen snd fur die enzelnen
Doserungen die ermittelten ,, least square- Mittelwerte angegeben.
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Einfluss des Futterungsniveaus auf toxikokinetische Parameter von Ochratoxin A
beim Schaf (Versuch 3)

Die datisische Auswertung der Blut- und Harnparameter erfolgte wie in Versuch 1, mit
der Aussnahme, dass der Effekt des Tieres ads zufdlig angesshen wurde Die
Vaianzandyse wurde fir dle am Einzdtier efassten Paameter nach folgendem Model
durchgefihrt:

Yix= m+FA +Dods+ Zeit, + (FA * Zeit), + (FA~ Dods); + (Dodis~ Zeit), + &,

Yi; = Beobachtungswert
= Gesamtmittelwert
FA; = fixer Effekt der Futteraufnahme, i = 1, 2
Dass; = fixer Effekt der Doserung, j =1, 2, 3,4
Zeity = fixer Effekt der Zeit, k = 1, 5, 9, 13, 23, 29 Tage (Blut) ader j = 1, 4,
7, 10, 13 Stunden (Pansen)
(FA" Zat), = Interaktion Futteraufnahme; und Zeit,
(FA~ Dogs);= Interektion Futteraufnahme; und Dosis;
(Dosis” Zeit), = Interaktion Dosierung, und Zeit,
Bik = Restfehler

Wenn ene ggnifikante Dods ~ Zet Interaktion ermittelt wurde (P < 0,05), wurden die
Mittdwerte zu den jeweligen Zeitpunkten gemd? dem ,Fishe's least dgnificance
difference Tedts' andydet. Die vaianzandytische Auswertung der Verdaulichketen, der
Passageraten, der OA- und Qa-Konzentrationen in Kot und Harn, der AUC-Werte von OA
und Oa in Blutserum und Pansensaft und der Habwertszeiten von OA im Blutserum und
Pansensaft erfolgte mit der MIXED-Prozedur von SAS. Se umfasste die Prifung von
Doss- und Futteraufnahmeeffekten. Ergab die varianzandytische Auswertung dgnifikante
Effekte (P < 0,05), wurden diese mit Hilfe des ,Fisher's least significance difference Tests'
datistisch  Uberprift. In den Ergebnigabellen snd fir die einzdnen Dodserungen die
ermittelten ,, least square”- Mittelwerte angegeben.
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3.2  Ergebnisse

3.2.1 Toxikokinetische Parameter von Ochratoxin A beim Schaf (Versuch 1)

3.2.1.1 Konzentrationen von OA und Oa und pH-Werte in der Pansenflliissigkeit

(Versuch 1)

Zwe Tiere, die klinische Symptome der Moderhinke zeigten wurden aus dem Versuch
genommen und von den datidischen Auswertungen ausgeschlossen. Alle Ubrigen Tiere
zeigten keinerle Krankhetssymptome, auch nicht in Verbindung mit OA. Das angebotene
Futter wurde stets vollsténdig aufgenommen.

In Tabele 12 snd die pH-Werte in der Pansenfliissgket zu unterschiedlichen Zetpunkten
nach der Fitterung dargestellt. Die pH-Werte sanken be dlen Dosierungen von OA nach
der Fitterung zunéchst ab und stiegen dann ab 7 h nach der Fitterung wieder an. Zu
kenem der Zetpunkte unterschieden sch die pH-Werte zwischen den Doserungen
sgnifikant (p > 0,05).

Tabelle12: pH-Werte in der Pansenflissigkeit zu unterschiedlichen Zetpunkten

nach der Fitterung be  unterschiedlichen Doserungen von OA

(Versuch 1)
Zéat (h) OA (ng /Tag)
0 387 774 1161 SE
1 6,7 6,3 6,4 6,3 0,1
6,3 6,7 6,2 6,4 0,1
6,4 6,6 6,5 6,4 0,1
10 6,8 6,8 6,8 7,0 0,1

13 7,0 7,1 7,0 7,4 0,1
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Die Konzentrationen von OA in der Pansenfliissgkeit sind in Tabele 13 dargestdlt. Eine
Sunde nach Fitterung zeigten dch mit zunehmender Doserung steigende Konzentrationen
von OA im Pansen. Zu spderen Zetpunkten konnte ein Verschwinden von OA aus dem
Pansen be dlen Doserungen beobachtet werden. Nach 10 Stunden konnte OA im Pansen
nur noch in geringen Mengen nachgewiesen werden, 0 dass keine gSgnifikanten Effekte
der Dosierung mehr auftraten (p > 0,05). Die Habwertszeiten von OA im Pansen zeigten
keine sgnifikante Unterschiede (p > 0,05) zwischen den Doserungen (Abbildung 2).

Die Konzentration von Oa in der Pansenfliissgket gieg mit wachsendem Abstand vom
Futterungszeitpunkt und mit zunehmender Doserung von OA nur leicht an (Tabele 14).
Ab dem Zetpunkt 7 h nach Fitterung ergaben sch dgnifikant unterschiedliche Oa -
Konzentrationen zwischen dlenDos erungen (p > 0,05).

Tabelle13: Konzentrationen von OA (ng/ml) in der Pansenflissgkeit zu
unter schiedlichen Zeitpunkten nach der Fltterung bei
unter schiedlichen Dosierungen von OA (Versuch 1)

Zet () OA (ng/Tag)
0 387 774 1161 SE
1 n.nt 14,37 36,252 52,8¢a 1,8
4 n.n 6,370 20,68 22,68P 1,8
n.n 1,5AP 10,98¢ 13,1B¢ 1,8
10 n.n QP 5,1cd 2,84 1,8
13 n.n QP od 1,64 1,8
A.B.C Mittedwerte mit unterschiedlichen Buchstaben innerhab einer Zeile unterscheiden
sich signifikart (p > 0,05)
ab.c.d Mittelwerte mit unterschiedlichen Buchstaben innerhalb einer Spalte unterscheiden
sich signifikant (p > 0,05)

1 n.n. = nicht nachweisbar (< 0,2 ng/ml)
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Abbildung 22 Halbwertszeiten (HWZ) von Ochratoxin A im Pansen bel

unter schiedlichen Dosierungen von OA (Versuch 1)

Tabelle14: Konzentrationen von Oa (ng/ml) in der Pansenflissigkeit zu
unter schiedlichen Zeitpunkten nach der Fltterung bei

unter schiedlichen Dosierungen von OA (Versuch 1)

Zeit Menge des aufgenommenen OA in ng /Tag
(h) 0 387 774 1161 SE
n.nt 10,34 18,7 A4 32,9 Ba 1,6
4 n.n 10,54 19,2 Aa 37,6680 1,6
n.n 11,64 25,9 B0 43,6 Cc 1,6
10 n.n 12,8A 24,7 Bab 47,7 Cc 1,6
13 n.n 11,14 29,3 Bc 435 Cre 1,6
A,B,C  Mittdwerte mit unterschiedlichen Buchstaben innerhdb ener Zeile unterscheiden
sich sgnifikant (p > 0,05)
abc  Mittedwerte mit unterschiedlichen Buchstaben innerhab einer Spalte unterscheiden
sich sgnifikant (p > 0,05)

1 n.n. = nicht nachweisbar (< 0,2 ng/ml)
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3.2.1.2 Konzentrationen von OA und Oa im Blutserum (Versuch 1)

Die Konzentrationen von OA und Oa im Blutssrum snd in den Tabdlen 15 bzw. 16
dargestellt. Vor der ersten Gabe von OA (Tag 1) konnte kein OA und Oa im Blutsarum
nachgewiesen werden. Die Konzentrationen von OA im Blutserum stiegen nach Tag 1 bel
dlen Doserungen an. Eine Dosssbhdngigkeit der Serumwerte manifestierte sch zu jedem
Zeitpunkt bis auff 9 h nach Fitterung. Sgnifikante Effekte der Doss auf die Og-
Konzentration im Blutserum konnten zwischen der héchgen und der niedriggen OA-
Doserung an den Tagen 5 9 wund 23 emittedt werden. Die Ubrigen
Konzentrationsunterschiede zwischen den Doserungen lielfen sch aufgrund der geringen
Konzentration von Oa im Serum (ca 1 ng/ml) nicht datigtisch asichern. Die Uber den
gesamten Versuhszeitraum  gemitteten OA- und  Oa-Konzentrationen be  den  vier
Dosierungen betrugen fir OA 0, 53, 8,0 und 11,7 ng/ml und fir &x O, 0,6, 1,1 und 1,3
ng/ml. Die AUC ds Ma? fir die systemische Veflgbarkeit von OA bzw. Oa siegen mit
zunehmender Doderung an. Signifikante Effekte der Doderung konnten fir die AUC von
OA zwischen der hochsten und der niedrigsten Dosierung gefunden werden (p > 0,05).
Auch die AUC von Oa dgieg mit zunehmder Dosierung von OA an, die Differenz war
jedoch gtatistisch nicht signifikant.



44

Tabelle15: Konzentrationen von OA (ng/ml) im Blutserum be unterschiedlichen
Dosierungen von OA (Versuch 1)

Zat (d) OA (ng/Tag)
0 387 774 1161 SE
1t n.ne o2 oa o2 0,7
5 n.n 15Aa 4,6 Bb 10,6 b 0,7
9 n.n 34 6,0 ¢ 6,40 0,7
13 n.n 3,3 Abdd 7,6 Bed 12,8 Bb 0,7
23 n.n 6,0 AP 9,4 Abd 18,2 Bb 0,7
29 n.n 3,9 A 12,5 Be 11,6 Bb 0,7
AUC?® - 102 A 196 AB 3378 254
A B¢ Mittdwerte mit unterschiedlichen Buchstaben innerhab einer Zelle unterscheiden
sich signifikant (p > 0,05)
a b, ¢, d. e\fittelwerte mit unterschiedlichen Buchstaben innerhab einer Spalte unterscheiden
sich sgnifikart (p > 0,05)

1 Blutentnahme vor Applikation von OA, 2 n.n. = nicht nachweisbar (<0,2 ng/ml),
3 AUC = areaunder the curve (ng* Tag/ml)

Tabelle16: Konzentrationen von Oa (ng/ml) im Blutserum bel unter schiedlichen

Dosierungen von OA (Versuch 1)

Zet (d) OA (ng /Tag)
0 387 774 1161 SE
1* n.r¢ 0,0 0, 0,02 0,2
n.n 05A 0,9 ABD 1,4 Be 0,2
n.n 0,84 0,9 ABb 1,6 B¢ 0,2
13 n.n 0,4 1,0° 0,72 0,2
23 n.n 0,64 1,0 ABb 1,3 B 0,2
29 n.n 0,7 14°¢ 1,4be 0,2
AUC?® - 13,9 22,6 31,5 53
ABC Mittdwerte mit unterschiedlichen Buchstaben innerhdb einer Zele unterscheiden
sich sgnifikant (p > 0,05)
abc  Mittedwerte mit unterschiedlichen Buchstaben innerhdb einer Spate unterscheiden
sich sgnifikant (p > 0,05)

1 Blutentnahme vor Applikation von OA, 2 n.n. = nicht nachweisbar (<0,2 ng/ml)
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3.2.1.3 Auscheidung von OA und Oa uber Kot und Harn (Versuch 1)

Im Kot und Harn der mit OA behanddten Tiere wurden OA und Oa in dgnifikanten
Mengen gefunden. Mit zunehmender Dosierung von OA gieg dabel auch die Elimination
von OA und a Uber Kot und Harn an (Tabdllen 17 und 18). Der Antell des mit dem Urin
auggeschiedenen OA in % dea aufgenommenen Menge von OA wurde be dlen
Doserungen in Form von Og ausgeschieden (36,3 - 55,7 %), wahrend im Kot lediglich
16,2 bis 26,3 % in Form von Oa ausgeschieden wurden. Eine sgnifikant hohere
Auscheidung von Oa Uber den Kot von der hochsten im Vergleich zu den dbrigen
Doserungen, ausgedriickt in % der aufgenrommen OA-Menge, fihrte zu einer entsprechend
héheren Gesamtausscheidung von OA (in Form von OA und Oa) Uber den Kot in der
hochsten Doderung im Vergleich zu den niedrigeren. Ebenso zeigte sich bel der hochsten
Doserung ene dgnifikant hohere Ausscheidung von OA Uber den Harn im Vergleich zu
Doserung 774 ng OA/Tag.

Insgesamt wurde OA im Vergleich zu Oa sowohl im Kot (1,5 - 2,5 % der aufgenommenen
OA-Menge), ds auch im Han (6,0 - 8,9 % der aufgenommenen OA-Menge) in geringeren
Mengen ausgeschieden. Die Gesamtexkretion via Kot und Harn lag einhetlich zwischen 74
und 79 % der OA-Aufnahme (p > 0,05). Zweiundzwanzig bis 26 % der aufgenommenen
OA-Menge wurden nicht wiedergefunden.
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Tabellel7: Konzentrationen und Elimination von OA und Qa in ng uUber Kot und
Harn bel unter schiedlichen OA-Aufnahmen (Versuch 1)

Konzentration von OA und Oa in Kot und Harn

OA (ng /Tag)

0 387 774 1161 SE
Kot
Oa, ng/g TM n.nt 212,0 A 396,0 A 809,98 82,7
OA, nglg ™™ n.n 30,8 A 57,2 A 123,18 16,7
Oa, gesamt in ng n.n 279,37 556,0 B 1357,9 € 1446
OA, gesamt in ng n.n 40,7 A 80,1 A 206,58 26,7
Harn
Oa, ng/lg TM n.n 158,6 A 283,48 227,348 37,5
OA, ng/g T™M n.n 28,4 484 113,0 25,9
Oa,gesamtinpng  n.n 958,84 1881,0 8 1875,6 B 325,6
OA,gesamtinng  n.n 167,8 A 322,88 7242°C 432

AB.C Mittdwerte mit unterschiedlichen Buchstaben innerhab einer Zeile unterscheiden

sich signifikart (p > 0,05)
1 n.n. = nicht nachweisbar (< 0,2 ng/ml)
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Tabelle 18: Elimination von OA und Oa in % des aufgenommenen Ochratoxin A,

(Versuch 1)
OA (ng /Tag)

0 387 774 1161 SE
Kot
Oa - 16,2 A 16,2 A 26,38 28
OA - 15 15 2,5 04
Summe - 17,7 1764 28,8 F 31
Harn
Oa - 55,7 54,7 36,3 7,1
OA - 6,2 AB 6,04 896B 09
SUmme - 61,9 60,6 45,2 6,5
Kot +Harn - 79,6 78,2 74,1 39

A B Mittdwerte mit unterschiedlichen Buchstaben innerhab einer Zeile unterscheiden
sch sgnifikant (p > 0,05)

1 Fur die Berechnunug der Ausscheidung von OA in % der aufgenommenen OA-
Menge wurden die K onzentrationen von Oa in OA-Aquivaente umgerechnet
(sehe3.1.7)

3214 Nahr stoffver daulichkeiten und Passageparameter (Versuch 1)

Die Vedaulichketen der TM, OM, NDF und ADF waren jewells bel der hochsen
Doseung dgnifikant niedriger (p > 0,05) as be der Kontrollgruppe (Tabelle 19). Nur die
Verdaulichkeit der Stérke blieb unbeainflusst (P > 0,05).
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Tabdle 19: Einfluss von Ochratoxin A auf die Verdaulichkeiten von Trockenmasse
(TM), Organischer Masse (OM), Starke und Zdlwandfraktionen

(Versuch 1)
Verdaulichkeiten OA (ng/Tag)
(%) 0 387 774 1161 SE
™ 77,37 75,1AB 74,7AB 71,08 14
oM 79,47 76,8°B 76,97B 73,28 1.2
Starke 99,6 99,6 97,6 98,1 0,8
NDF! 65,74 60,1 AB 60,88 54,88 2,4
ADF! 58,84 53,1 4B 54,248 46,45 3,8
A B Mittdwerte mit unterschiedlichen Buchstaben innerhab einer Zeile unterscheiden
sich dgnifikant (p > 0,05)

1 NDF = Neutral- Detergenzien Faser, ADF = Saure- Detergenzien Faser

In Tabelle 20 sind die Parameter der Cr-EDTA-Passage dargestellt. Fir die Passagerate aus
dem 1. Kompatiment (L) und dem Reticolorum (K) konnte kein signifikanter Unterschied
zwischen den Doserungen festgestdlt werden. Die Verzogerung zwischen Applikation und
dem erden Auftreten des Makers im Kot (TD) war lediglich in der Kontrollgruppe
sgnifikant hoher as bei den Ubrigen Dosierungen (p > 0,05).

Tabelle20: Passageraten von Cr-EDTA aus dem 1. Kompartiment (L), dem
Retikolorum (K) sowie Verzogerung Zwischen Applikation und erstem
Auftreten desMarkersim Kot (TD) (Versuch 1)

Parameter OA-Aufnahmein ng/Tag
0 387 774 1161 SE Effekt
(P)
L (h) 0,2302 0,1472 0,1883 0,1022 0,05 0,3275
K (h?) 0,0350 0,0353 0,0236 0,0603 0,02 0,4092
TD (h) 19,88618  0,2866" 12,2907°B  0,0000* 5,33 0,0675

AB - Mittdwerte mit unterschiedlichen Buchstaben innerhab einer Zeile unterscheiden
sich signifikant (p > 0,05)
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3.2.1.5 Zusammenfassung der Ergebnisse (Versuch 1)

Bel dlen OA-Doserungen wurde intaktes OA im Blutserum, Kot und Harn gefunden. Die
Hydroyse von OA zu Oa und Pheyldanin in den Vormédgen ligf demnach nicht
vollgéndig ab. Ein dgnifikanter Effekt der Doderung konnte in der Pansenflissgket,
Blutserum, Kot und Harn gezeigt werden. Betrachtet man die Gesamtausscheidung von OA
(in Form von OA und Qa) so0 wurden be dlen Doserungen enhdtlich 74 bis 79 % der
OA-Aufnahme (davon 7,5 — 11,4 % in Form von OA) diminiert.

3.2.2 Einfluss der Rationszusammensetzung auf toxikokinetische Parameter von
Ochratoxin A beim Schaf (Versuch 2)

3.2.2.1Konzentrationen von OA und Oa und pH-Werte in der Pansenflissigkeit

(Versuch 2)

Ein hoher KFAntel (70%) in der Ration gegenlber enem niedrigen KF-Antel (30%)
fuhrte zu niedrigeren pH-Werten in der Pansenflissgkeit (Tabdle 21).

Die Konzentrationen von OA im Pansensaft zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach der
Fitterung sind in Tabelle 22 dargestdlt. Die Erhohung des KF-Anteiles in der Ration fuhrte
Zu den Zetpunkten 1, 4 und 7 Stunden nach der Fltterung zu htheren Konzentrationen von
OA im Pansen p > 0,05). Die AUC-Werte von OA stiegen mit hdherem KFAntel in der
Retion ggnifikant an (p > 0,05). Abbildung 3 zeigt die Habwertszeiten des Verschwindens
von OA aus de Pansnflissgket be den unterschiedlichen Rationszusammensetzungen.
Die Ergebnisse zeigen, dass ein hoher KFAntel in der Ration zu enem verlangsamten
Verschwinden von OA aus dem Pansen und damit zu ener verlangerten Verwelldauer im
Pansen gefihrt hat. Die Oa-Konzentration im Pansen dieg be  beden
Rationszusammensetzungen  mit  zunehmenden  Abstand vom  Fltterungszeitpunkt  an
(Tabdle 23). Zehn und 13 Stunden nach der Fitterung kam es be enem hohem im
Vergleich zu enem niedrigen KFAntel zu  dgnifikant hoheren Og -Konzentrationen im

Pansen. Die Héchen unter der Konzentrations-Zeit Kurve von Oa dieg wie ba OA mit
zunehmenden KF-Antell in der Ration signifikant an (p > 0,05).
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Tabelle21: Einfluss eines unterschiedlichen Konzentratfutter (KF):Grobfutter (GF)
— Verhdltnisses auf die pH-Werte im Pansensaft zu unterschiedlichen

Zatpunkten nach der Fitterung (Versuch 2)

KF:RF=70:30 KF:RF=30:70

Zeit 940 ng Ong 940 g Ong SE
(h) OA/Tag OA/Tag OA/Tag OA/Tag

6,34 6,55 6,6° 6,6° 01

6,04 6,24 6,58 6,68 01

6,448 6,44 6,8€ 6,7 B¢ 0,1
10 6,64 6,64 6,98 6,848 01
13 6,7~ 6,978 6,978 7,18 01

AB. L Mittdwerte mit unterschiedlichen Buchstaben innerhab einer Zelle unterscheiden
sch sgnifikant (p > 0,05)

Tabelle22: Einfluss eines unterschiedlichen Konzentratfutter (KF):Grobfutter (GF)
— Verhdltnisses auf die Konzentrationen von OA (ng/ml) im Pansensaft

zu unter schiedlichen Zetpunkten nach der Fltterung (Versuch 2)

KF:RF=70:30 KF:RF=30:70
Zeit 940 ng Ong 940 ny Ong SE
(h) OAITag OAITag OA/Tag OA/Tag
1 26,15 nn.t 18,6 A2 nn. 0,8
4 11,38 n.n. 5,2 Ab nn. 0,8
6,7 B¢ n.n. 0,2 Ac n.n. 0,8
10 1,44 n.n, 01c¢ nn. 0,8
13 0,34 n.n. 02¢ n.n. 0,8
AUC? 90,0F - 449 A - 7,6
AB Mittdwerte mit unterschiedlichen Buchstaben innerhab einer Zeile unterscheiden
sich signifikant (p > 0,05)
ab,cd Mittewerte mit unterschiedlichen Buchstaben innerhalb einer Spalte unterscheiden
sich sgnifikant (p > 0,05)

1 n.n. = nicht nachweishar (<0,2 ng/ml), AUC = area under the curve (ng* Tag/ml)
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KF:RF=70:30 KF:RF=30:70

Rationszusammensetzung
Abbildung 3: Einfluss eines unterschiedlichen Konzentratfutter (KF):Grobfutter
(GF) — Verhdltnisses auf die Halbwertszeiten (HWZ) von Ochratoxin A
im Pansen bel einer OA-Aufnahmevon 940 ng/Tag (Versuch 2)

Tabelle23: Einfluss enes unterschiedlichen Konzentratfutter (KF):Grobfutter
(GF) — Verhdltnisses auf die Konzentrationen von Oa (ng/ml) im

Pansensaft zu unterschiedlichen Zetpunkten nach der Futterung

(Versuch 2)
KF:RF=70:30 KF:RF=30:70

Zeit 940 ng Ong 940 ng Ong SE

(h) OAITag OAITag OA/Tag OA/Tag
1 11,7 n.n.t 9,7 n.n. 1,0
4 171 n.n. 15,6 n.n. 1,0
219 n.n. 20,9 n.n. 1,0
10 22,48 n.n. 18,04 n.n. 1,0
13 16,68 n.n. 1364 n.n. 1,0
AUC 223,1F - 198,74 - 49

AB Mittelwerte mit unterschiedlichen Buchstaben innerhab einer Zeile unterscheiden
sch sgnifikant (p > 0,05)

1 n.n. = nicht nachweisbar (<0,2 ng/ml), 2 AUC = area under the curve (ng * Tag/ml)
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3222 Einflussder Rationszusammensetzung auf die K onzentr ationen
von OA und Oa im Blutserum (Versuch 2)

Be kener der Rationen konnte zu Versuchsbeginn (Tag 1) im Blutserum weder OA noch
Oa nachgewiesen werden (Tabellen 24 und 25). Von Tag 5 bis Tag 29 siegen die OA-
Konzentrationen im Blutserum in der Gruppe mit hohem KFAntel von 51 bis auf 94
ng/ml an. In der Gruppe mit niedrigem KFAntel blieben die Konzentration zwischen 2,9
und 4,0 ng/ml immer niedriger, SO dass 9ch mit zunehmender Versuchsdauer die Differenz
zwischen den Behandlungen vergroferte. Ab Tag 13 traten somit dgnifikant hdhere OA-
Konzentrationen im Blut bel der Gruppe mit hohem KFAntel im Vergleich zur Gruppe
mit niedrigem KF-Antell in der Ration auf (Tab. 24).

Tabelle24: Einfluss enes unterschiedlichen Konzentratfutter (KF):Grobfutter
(GF) — Verhéltnisses auf die Konzentration von OA (ng/ml) im

Blutserum (Versuch 2)

KF:RF=70:30 KF:RF=30:70
Zeit 940 ng Ong 940 ng Ong SE
(Tage) OA/Tag OA/Tag OAlTag OAITag
1t 02 n.n.?2 02 nn. 0,7
5 51°P n.n. 4,00 n.n, 0,7
4,3 n.n, 2,9b n.n. 0,7
13 5,7Bx n.n. 3,4Ab nn. 0,7
23 7,1B¢ n.n. 3,8Ab n.n. 0,7
29 9,4 Bd n.n, 3,8Ab nn. 0,7
AUC® 165,08 n.n. 78,47 n.n. 15,2
A B Mittdwerte mit unterschiedlichen Buchstaben innerhab einer Zelle unterscheiden
sich signifikart (p > 0,05)
ab.c.d Mittelwerte mit unterschiedlichen Buchstaben innerhalb einer Spalte unterscheiden
sch ggnifikant (p > 0,05)

1 Blutentnahme vor Applikation von OA, 2 n.n. = nicht nachweisbar (<0,2 ng/ml),
3 AUC = area under the curve (ng* Tag/ml)
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An den Tagen 5 und 9 zeigten sch bal hohem KFAntel noch sgnifikant héhere Oa -
Konzentrationen im Blut ds be niedrigem KFAntell (Tabelle 25). Ab Tag 13 waren die
Oa-Konzentrationen im Blut jedoch be beden Rationszusammensetzungen &hnlich. Die
AUC-Werte von OA und Oa nahmen jewells mit zunehmenden KF-Antel in der Ration
sgnifikant zu (Tabdlen 24 und 25), wobe der Effekt fir OA wesentlich deutlicher war.

Die durchschnittlichen OA-Konzentrationen im Blutserum der beiden
Rationszusammensetzungen Uber den gesamtem Zeitraum betrugen fir OA 6,3 ba hohem
und 36 ng/m ba niedigem KFAntel. Die entsorechenden durchschnittlichen Oa -
Konzentrationen betrugen 1,6 und 0,6 ng/ml.

Tabelle25: Einfluss enes unterschiedlichen Konzentratfutter (KF):Grobfutter
(GF) — Verhdltnisses auf die Konzentration von Oa (ng/ml) im

Blutserum (Versuch 2)

KF:RF=70:30 KF:RF=30:70
Zeit 940 g 0ngy 940 ng Ong SE
(Tage) OA/Tag OA/Tag OA/Tag OA/Tag
1t 02 n.n.?2 02 nn. 0,1
1,0 B n.n. 0,7AP n.n. 0,1
1,3B¢ n.n, 0,6Ab n.n. 01
13 1,3°¢ n.n. 1,2¢ n.n. 0,1
23 1,1% n.n. 1,1¢ n.n, 01
29 0,9 n.n, 0,8° nn. 0,1
AUC3 28,08 n.n. 22,7~ n.n. 11
AB - Mittdwerte mit unterschiedlichen Buchstaben innerhab einer Zelle unterscheid en
sch sgnifikant (p > 0,05)
abc  Mittdwerte mit unterschiedlichen Buchstaben innerhab einer Spdte unterscheiden
sch sgnifikant (p > 0,05)

1 Blutentnahme vor Applikation von OA, 2 n.n. = nicht nachweisbar (<0,2 ng/ml),
3 AUC = area under the curve (ng* Tag/ml)
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3223 Ausscheidung von OA und Oa Uber Kot und Harn (Versuch 2)

In den Tabelen 26 und 27 ig die Ausschedung von OA und Oa Uber Kot und Han
dargestdlt. Es zeigte sch, dass die Erhdhung des KF-Anteles in der Ration zu ener
donifikanten  Erhéhung der Oa-Ausschedung in ng Uber den Kot und zu ener
dgnifikanten Verminderung der Oa-Austheidung in ng Uber den Han fihrte Die
Ausscheidung von OA in ng Uber den Kot und den Harn blieb von der KF-Erhdhung
unbeainflust. Wurde die Ausscheidung in % der aufgenommenen OA-Menge dargestdlt,
0 zeigten sch diesdlben Ergebnisse. Somit wurde bei hohem KFRAntal in der Ration
inggesamt  sgnifikant mehr OA (in Form von OA und Oa) Uber den Kot und sgnifikant
weniger OA (in Form von OA und Oa) Uber den Harn ausgeschieden ds in der Gruppe mit

niedrigem KFAntel (dargestdlt in % der aufgenommenen Menge von OA). Betrachtet
man die Gesamtausscheidung, so wurden einheitlich 78,3 — 81,1 % OA (in Form von OA
und Oa ) der aufgenommenen OA-Menge Uber Kot und Harn diminiert.
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Tabelle26: Einfluss enes unterschiedlichen Konzentrat (KF):Grobfutter (RF) —
Verhaltnisses auf die Elimination von OA und Qa in ng Uber Kot und
Harn (Versuch 2)

Konzentration und Elimination von OA und Oga Uber Kot und Harn

KF:RF=70:30 KF:RF=30:70

940 ny Ony 940 ny Ony SE

OA/Tag OA/Tag OA/Tag OA/Tag
Kot
Oa,ng/gT™M 374,28 n.nt 157,54 nn. 10,6
OA,nglgT™M 32,0 nn. 28,6 nn. 55
Oa, gesamt in ng 843,88 nn. 531,5 nn. 145
OA, gesamt in ng 46,3 nn. 63,0 nn. 8,4
Harn
Oa, ngml 109,9 nn. 1634 nn. 28,0
OA, ng/ml 134 nn. 12,5 nn. 1,4
Oa,gesamtinng 334944 nn. 3976,88 nn. 137,7
OA, gesamt in ng 2743 nn. 166,7 nn. 47,5

A B Mittdwerte mit unterschiedlichen Buchstaben innerhab ener Zelle unterscheiden
sich sgnifikant (p > 0,05)

1 n.n. = nicht nachweisbar (< 0,2 ng/ml)



56

Tabelle27: Einfluss eines unterschiedlichen Konzentrat (KF):Grobfutter (RF) —
Verhédltnisses auf die Elimination von OA und Oa in % des

aufgenommenen Ochratoxin A (Versuch 2)t

KF:RF=70:30 KF:RF=30:70

940 ng Ong 940 ng Ong SE

OA/Tag OAlTag OA/Tag OA/Tag
Kot
Oa 14,78 - 9,3A - 04
OA 0,8 - 11 - 0,2
Summe 15,5° - 10,47 - 0,5
Harn
Oa 58,01 - 67,78 - 19
OA 4,8 - 3,0 - 0,8
Umme 62,8" - 70,7° - 18
Kot +Harn 78,3 - 81,1 - 18

AB Mittdwerte mit unterschiedlichen Buchstaben innerhab einer Zeile unterscheiden

sch ggnifikant (p > 0,05)

1 Fur die Berechnunug der Ausscheidung von OA in % der aufgenommenen OA-
Menge wurden die Konzentrationen von Oa in OA-Aguivaente umgerechnet
(sehe3.1.7)

3224 Nahr stoffver daulichkeiten und Passagepar ameter (Versuch 2)

Ein hoher KFAntel in der Ration fuhrte zu dgnifikant héheren Verdaulichkeiten der
Trockenmasse, der organischen Masse und der Stérke. Ochratoxin A hate bei beiden
Rationen keinen Einfluss auf die Vedaulichketsparameter der  Zdlwandbestandtelle
(Tabelle 28).
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Tabelle28: Einfluss von Ochratoxin A (OA) auf die Verdaulichketen von
Trockenmasse (TM), Organischer Masse (OM), Starke und

Zellwandfraktionen bei unter schiedlichen Konzentratfutter
(KF):Grobfutter (GF) —Verhdaltnissen in der Ration (Versuch 2)
Verdaulichketen KF:RF=70:30 KF:RF=30:70
(%) 940 ngy Ong 940 ngy Ong SE
OA/Tag OA/Tag OA/Tag OA/Tag
™ 79,7F 79,98 71,64 70,94 0,8
OM 82,08 8258 73,14 72,14 0,8
Starke 99,98 99,9 B 99,4 A 98,9 A 0,1
NDF? 70,5 71,2 69,2 66,8 1,4
ADF! 64,4 64,0 66,0 68,0 1,6
A B Mittdwerte mit unterschiedlichen Buchstaben in einer Zeile unterschieden sich
sgnifikant (p > 0,05)
1 NDF = Neutral- Detergenzien Faser, ADF = Saure- Detergenzien Faser

In Tabelle 29 sind die Parameter der Cr-EDTA-Passage dargestdit. Fir die Passagerate aus
dem esgen Kompatiment (L), dem Retikulorumen (K) und der Zeit bis zum ergten
Auftreten des Makers im Kot (TD) wa kein Effekt der Rationszusammensetzung
(p > 0,05) und kein Effekt der Behandlung festzustellen.

Tabelle29: Einfluss enes unterschiedlichen Konzentratfutter (KF):Grobfutter
(GF) — Verhéltnisses in der Ration auf die Passageraten von Cr-EDTA
aus dem 1. Kompartiment (L), dem Retikolorum (K) sowie dem

Zeitver zug biszum ersten Auftreten desMarkersim Kot (TD)

(Versuch 2)
Parameter KF:RF=70:30 KF:RF=30:70
940 ny Ong 940 ng Ong SE  Effekt
OAITag OAITag OA/Tag OA/Tag (P<)
L (b)) 0,2043 0,3247 0,1913 0,8669 0,3113 0,3930
K (hh) 0,0814 0,0871 0,0648 0,0581 0,0125 0,3396

TD (h) 5,5131 6,3878 4,1420 5,7885 0,8524 0,8524
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3.2.2.5 Zusammenfassung der Ergebnisse (Versuch 2)

Ein hoher KFAntel in der Ration fihrte zu einer deutlichen Absekung des ruminden pH-
Waerts und ging mit einer erhthten Verwelldauer von OA im Pansen enher. Die Absorption
von OA aus dem Gadrointestinatrakt wurde sgnifikant geteigert. Be hohem KF-Antel
wurde dgnifikat mehr Oa Uber den Kot und gSgnifikant weniger Oa Uber den Harn

ausgeschieden.

3.2.3 Einflussdes Ernahrungsniveaus auf toxikokinetische Parameter von
Ochratoxin A beim Schaf (Versuch 3)

3.2.3.10A- und Oa-Konzentrationen und pH-Werte in der Pansenflissigkeit
(Versuch 3)

In Periode 2 trat bael einem Tier am Tag 13 sarker Durchfal und Fressunlust auf. Das Tier
wurde deshdb aus dem Versuch genommen und ab Tag 15 von der daistischen Anayse
ausgeschlossen. Die Ubrigen Tiere zeigten keinerlel Krankheitssymptome.

In Tabelle 30 ig der Einfluss des Fitterungsniveaus und der OA-Doss auf die ruminden
pH-Werte dargestdlt. Eine Erhodhung des Fitterungsniveaus fihrte zum enen be der
Kontrollgruppe zu den Zetpunkten 4, 7 und 10 Stunden nach Fitterung, zum anderen bei
der Dosierung 743 g OA/Tag zu den Zeitpunkten 1, 4 und 13 und bei der Dosierung 1069
ng OA/Tag zum Zetpunkt 10 Stunden nach Fitterung zu einer dgnifikanten Erhdhung des
pH-Wertes der Pansenfliissgkeit. Ein Effekt der Dogs konnte nicht gezeigt werden.
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Tabelle30: Einfluss des Futterungsniveaus und der OA-Dosis auf die pH-Wertein
der Pansenflissigkeit (Versuch 3)

Zeit (h) nach Futterungsbeginn 1 4 7 10 13
0 10X ErhY 6,3 6,0~ 62 63 70

B 1,7xErh |6,6 658 6% 68 70

%, 374 § [10xErh |65 65 64 67 68

o '% 17xErh |64 6,4 6,5 6,8 71

% 743 §’ 10xErh |62 608 6.2 6,5 6,6~

= o

”;-;s LgL 1,7xErh |66 648 63 6,8 7,08

g 1069 10XErh |64 6,2 6,5 6,7~ 6,7

17xErh |65 6,5 6,8 718 70

SE 004 004 004 004 004

Effekt | Dosis 0,9969 0,0650 0,0169 0,0591 0,5281

(P9 FA2 0,0541 0,0015 0,0026 0,0005 0,0059
Dosisx FA 0,3617 0,0019 0,0032 0,0021 0,0562

AB Mittdwerte mit unterschiedlichen Buchgtaben in einer Spdte innehdb ener OA-
Doserung unterscheiden sich sgnifikant (p < 0,05)
1 Erh = Erhdtung, 2 FA = Futteraufnahme

Tabdlen 31 zegt den Einfluss des Fitterungsiiveaus und der OA-Doss auf die
Konzentrationen von OA und Oa im Pansen zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach der
Fitterung. Lediglich be der hochgen Doserung fihrte das erhohte Fitterungsniveau zu
den Zetpunkten 1 und 4 Sunden nach Fitterung zu  Sgnifikant  niedrigeren
Konzentrationen von OA im Pansen. Innerhdb dler Doserungen kam es zu enem
dhnlichen Veaschwinden von OA. Be beden Fitterungsniveaus und alen Doserungen
konnten zu den Zeitpunkten 1 und 4 Stunden nach Fitterung Sgnifikante Effekte der Doss
und Doss x Fitterungsniveau Interaktionen gezeigt werden. Die Habwertszeiten von OA
blieben vom Ftterungsniveau unbeainfluss.
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Tabelle31: Einfluss unterschiedlicher Futterungsniveaus und der OA-Dosis auf die

Konzentrationen von OA in der Pansenfliissigkeit (Versuch 3)

Zeit (h) nach| 1 4 7 10 13 | AUC' Hwz?
Fatter ungsbeginn
0 1,0xErh® [nn%  nn n.n. nn. n.n. - -
@ 1,7xErh | nn. nn. n.n. n.n. n.n. -
%, 374 § 1.0xErh | 99° 55% 46% 27@ 232 56,6 39
rg 5| 17xErh | 86°> 55 05% 06* 062 34,9 23
% 743 g 1,0xErh [22,9¢ 10,7° 55% 14* 0,02 87,6 19
:—% % 1,7xErh |16,9° 84> 192 122 (72 60,9 18
8 1069 10xErh [354°¢ 196%° 2,8 11& 002 |[1235 21
1,7xErh |21,5A¢ 124AP 31a 322 (62 89,1 25
SE 1,2 12 12 1,2 1.2 27,0 14
Effekt | Dosis 0,0001 0,0001 0,7278 0,9358 0,9745|0,0234 0,7280
(P<) |FA® 0,0255 0,3041 0,4315 0,9830 0,9644|0,3190 0,6995
Dosisx FA 0,0001 0,0011 0,9007 0,9964 0,9997|0,6275 0,7439

AB Mittdwete mit unterschiedlichen Buchsaben in ener Spdte innerhdb einer OA-
Doserung unterscheiden sich sgnifikant (p < 0,05)
abc  Mittdwete mit unterschiedlichen Buchgtaben in ener Zele unterscheiden sich

sgnifikant (p < 0,05)

1 AUC = aea under the curve (ng x Tag/ml), 2 HWZ = Habwertszeit, 3 Erh =
Erhdtung, 4 n.n. = nicht nachweisbar (< 0,2 ng/ml), 5 FA = Futteraufnahme

Fur die entsprechenden Oa-Konzentration im Pansen (Tabelle 32) konnte innnerhalb der

Doserungen 743 und 1069 ng OA/Tag en Effekt des Fitterungsniveau gezeigt werden.
Eine Erhéhung der Futteraufnahme fihrte be der Doserung von 743 ng OA/Tag zu dlen

Zeitpunkten bis auf 4 Stunden nach Fitterung und bei der Doserung von 1069 ng OA/Tag
zu den Zetpunkten 7 und 10 Stunden nach Fitterung zu einer dgnifikanten Senkung der

Oa-Konzentration im Pansen. Be  beden Fitterungsniveaus und dlen Dogerungen
konnten zu dlen Zetpunkten dgnifikante Effekte der Doss und Doss x Futteraufnahme

Interaktionen gezeigt werden. Die Héchen unter der Konzentrations-Zeit Kurve von Oa

nahmen bea diessn Doderungen mit zunehmenden Fitterungsniveau dSgnifikant ab. Bel
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ener Doserung von 374 ng OA/Tag konnten keine Effekte des Fltterungsniveaus auf die
pH-Werte, OA- und Oa -Konzentration und die entsprechenden AUC gezeigt werden.

Tabelle32: Einfluss unterschiedlicher Futterungsniveaus und der OA-Dosis auf die

Konzentrationen von Oa in der Pansenflissigkeit (Versuch 3)

Zeit (h) nach Fitterungsbeginn 1 4 7 10 13 AUC!
0 10xErh? |nn3 n.n. n.n. n.n. n.n. -
@ 1,7x Erh nn. nn. nn. n.n. n.n.
E, 374 | § [LOxErh |41 83 172 149 10,7 |1583
oY ‘% 1,7 x Erh 74 7,9 8,6 9,8 89 |1034
% 743 g 10x Erh 30,952 29,12 354°® 39,1 31,9% [405,2°
:—%’ % 1,7x Erh 1664 18,3 174 17,00 17,00 |208,6°
5 1069 1,0x Erh 3802 46,9 550°¢ 48,65 39,62 |544,9°
1,7x Erh 2822 39,3» 32,50@ 34,8h 4210 [4481A
SE 1,7 1,7 1,7 1,7 1,7 27,0
Effekt |Dosis 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 |0,0001
P |FA* 0,0263 0,7915 0,0005 0,0034 0,3050 |0,0201
Dosisx FA 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 |0,2077

AB - Mittdwerte mit unterschiedlichen Buchstaben in ener Spdte innerhdb einer OA-
Dosierung unterscheiden sich signifikant (p < 0,05)

abec  Mittdwerte mit unterschiedlichen Buchstaben in ener Zele unterscheiden sich
sgnifikant (p < 0,05)

1 AUC = aea under the curve (ng x Tag/ml), 2 Erh = Erhdtung, 3 n.n. = nicht
nachweisbar (< 0,2 ng/ml), 4 FA = Futteraufnahme

3.2.33 Konzentrationen von OA und Oa im Blutserum (Versuch 3)

Der Einfluss des Fitterungsniveaus und der OA-Doss auf die OA-Konzentrationen im
Blutserum ig in Tabele 33 dagestdlt. Vor der erden Fitterung von kontaminiertem
Weizen (Tag 1) war bel keiner Doserung OA nachweisbar. Bel dxr Dosierung von 374 ng
OA/Tag konnte, wie berets im Pansen, kein Effekt der Futteraufnahme auf die
Konzentration von OA sowie auf die entsprechende AUC im Blut festgestdlt werden. Die
Erhohung des Fitterungsniveaus fihrte bei der Doserung von 743 ng OA/Tag an den
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Tagen 5 und 9 zu enea dggnifikanten Senkung der OA-Konzentration, wéahrend bel der
Doserung von 1069 ng OA/Tag die Futteraufnahmeerhdhung an densdben Tagen zu ener
sgnifikanten Erhthung der Konzentration von OA im Blut fihrte. Entsprechend kam es
durch Steigerung der Futteraufnahme innerhab der Doserung 743 ng OA/Tag zu ener
sgnifikenten Abnahme und innerhdb der Doderung 1069 ng OA/Tag zu ener
dgnifikanten  Zunahme der Héche wunter de Konzentrations-Zeit Kurve. Die
durchschnittlichen OA-Konzentrationen bel den vier Doserungen Uber den gesamtem
Zetraum betrugen bel niedrigem Fitterungsniveau 0, 1,9, 7,5 und 4,9 ng/ml und be hohem
Fitterungsniveau 0, 2,2, 56 und 7,8 ng/ml. Signifikante Effekte der Dosierung konnten an
den Tagen 5, 9, 13 und 23 festgestdl It werden.

Tabelle33: Einfluss unterschiedlicher Fitterungsniveaus auf die Konzentrationen

von OA im Blutserum (Versuch 3)

Zéit (h) nach Fltterungsbeginn 1t 5 9 13 23 | AUC?
0 10x Erh® |nn* n.n. n.n. n.n. n.n. -
@ 1,7x Erh nn. n.n. n.n. n.n. n.n.
E, 374 | § [LOXErh | 00° 23 180 24 090 | 466
© ‘% 1,7x Erh 002 1,9 25 28 15 60,6
% 743 g 10x Erh 002 10,8°c 8,8°* 58 4,7° 153,5°%
:—%’ % 1,7x Erh 0,02 3,7Ab 30Ab 3P 4,3° 81,2A
8 1069 1,0x Erh 0,02 4,7°b  46/° 58° 4,5° 114,00
1,7x Erh 0,02 9,6%¢ 9,78  74° 4,5° 165,38
SE 14 14 14 14 15 21,8
Effekt |Dosis 0,9891 0,0001 0,0001 0,0001 0,0009 | 0,0008
(P<) |FAS 1,0000 0,4822 0,7998 0,9572 09628 | 0,9123
Dosisx FA 1,0000 0,0001 0,0001 0,0006 0,0178 | 0,1080
AB - Mittdwete mit unterschiedlichen Buchgtaben in @ner Spdte innerhdb einer OA-

Dosierung unterscheiden sich signifikant (p < 0,05)
abc  Mittedwerte mit unterschiedlichen Buchstaben in ener Zeile unterscheiden sich
sgnifikant (p < 0,05)
1 Blutentnahme vor der Applikation von OA, 2 AUC = area under the curve
(ng x Tag/ml), 3Erh = Erhdtung, 4 n.n. = nicht nachweisbar (< 0,2 ng/ml),
> FA = Futteraufnahme
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Bel den korrespondierenden Oa-Konzentrationen im Blut (Tabelle 34) ergaben sch, bei
der Dosierung von 743 ng OA/Tag an dlen Tagen und be der Dosierung von 1069 mg
OA/Tag an den Tagen 5 und 9 be niedrigen Erndhrungsniveau sgnifikant hohere
Konzentrationen von Oa as be hohem Fitterungsniveau. Der jewelige AUC-Wert fur Ca
war ebenfdls innerhdb diessr Doserungen be  niedrigem  Fitterungsniveau  Sgnifikant
hoher ds be hohem Fitterungsniveau. Die durchschnittlichen Oa-Konzentrationen  Uber
den gesamten Zeitraum betrugen 0, 0,9, 1,7 und 2,0 ng/ml bel niedrigem und O, 0,6, 1,0 und
1,7 ng/ml bel hohem Ftterungsniveau.

Tabelle 34:  Einfluss unterschiedlicher Ftterungsniveaus auf die Konzentrationen

von Oa im Blutserum (Versuch 3)

Zéit (h) nach Fiitterungsbeginn 1t 5 9 13 23 | AUC?
0 10xErh® |[nn# n.n. n.n. n.n. n.n. -

’@ 1,7x Erh nn. nn. n.n. n.n. n.n.

% 374 § 10xErh | 002 08 08 08 06 |154

FEI §, 1,7x Erh 002 08 05 06> 05 [118

S 743 | S [1,0xErh 008 2,IB¢ 1,80 15® 14 [336°

i% % 1,7x Erh 002 100 09 108 1080|2037

g 1069 10X Erh 002  2,3¢ 23 1,77 18 [402°

1,7X Erh 002 180 15b 15bd 18b (3218

SE 015 015 015 0,15 0,15 15

Effekt [Dosis 0,9878 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 | 0,0001

(P<) |FA® 1,0000 0,0001 0,0001 0,0027 0,0083 | 0,0004
Dosisx FA 1,0000 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 | 0,0118

AB - Mittdwerte mit unterschiedlichen Buchgtaben in einer Spdte innehdb ener OA-
Doserung unterscheiden sich signifikant (p < 0,05)

abc Mittdwete mit unterschiedlichen Buchdaben in ener Zele unterscheden sich
sgnifikant (p < 0,05)

1 Blutentnahme vor der Applikation von OA, 2 AUC = area under the curve
(ng x Tag/ml), 3Erh = Erhdtung, 4 n.n. = nicht nachweisbar (< 0,2 ng/ml),
5 FA = Futteraufnahme



64

3.2.33 Ausscheidung von OA und Oa Uber Kot und Harn (Versuch 3)

Der Einfluss des Fitterungsniveaus und der OA-Doss auf die Ausscheidung von OA und
Oa in ng und in % der aufgenommenen Menge Uber Kot und Harn sind in den Tabellen 35
und 36 dageddlt. Das hohere Fitterungsniveau fuhrte im Verglech zum niedrigen
innerhadb dler Doserungen zu einer geteigerten Ausscheidung von OA und Oa Uber den
Kot in % der OA-Aufnahme. Die Ausscheidung von OA und Gy in % der OA-Aufnahme
Uber den Harn wurde nicht durch das Fitterungsniveau beeinflusst. Lediglich innerhab der
hochgen Doseung fihrte en hoheres Fltterungsniveau zu ener dgnifikant niedrigeren
Ausscheidung von Ga in ng. Die Summe der Ausscheidung von OA und Qa Uber den Harn
in % da OA-Aufnahme blieb vom  Fitteeungsiiveau  unbeanflust.  Die
Gesamtausscheidung von OA und Oa Uber Kot und Harn lag einheitlich zwischen 66,8 und
719 % der OA-Aufndhme und zeigte keine dgnifikenten Unterschiede zwischen den
Futterungsniveaus (p > 0,05). Beal der Ausscheidung von OA und Oa Uber den Harn und
von Oa Uber den Kot (in ng und in % der OA-Aufnehme) zegten dch dgnifikante
Dos s=ffekte.
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Tabele35: Einfluss des Fitterungsniveaus auf die Ausscheidung von OA und Oa in

ng Uber Kot und Harn (Versuch 3)

Kot Harn
Oainng OAinng Oainng OAinng
0,0 1,0 x Erh? n.n.t n.n. n.n. n.n.
’@ 1,7x Erh n.n. n.n. n.n. nn.
% 374 | §10xErh 3195 19,74 12159 90,7
© 'E 1,7 xErh 480,0 44,68 1100,5 108,3
'% 743 ; 10x Erh 531,3* 14,%A¢ 2765,2 248,3
:% % 1,7xErh 1026, 78 79,08 22151 208,5
6 1069 10x Erh 867,8 24,0¢ 3921,6° 500,3
1,7x Erh 1181,7 59,5Ab 2887,1* 335,3
SE 120,1 11,0 380,5 107,1
Effekt | Dosis 0,0001 0,9331 0,0001 0,0115
(P<) |FAS 0,0212 0,0004 0,0623 0,6989
Dosisx FA 0,2182 0,5527 0,2685 0,7014

AB - Mittelwerte mit unterschiedlichen Buchstaben innerhabeiner Dosierung in einer
Spdte unterscheiden sich sgnifikant (p < 0,05)
1 n.n. = nicht nachgewiesen (< 0,2 ng/ml), 2 Erh = erhdtung, 3 FA = Futteraufnahme
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Tabelle 36: Einfluss des Futterungsniveaus auf die Ausscheidung von OA und a
Uber Kot und Harn in % der OA-Aufnahme (Versuch 3)
Kot Harn Kot +
Oa OA Summe| Oa OA Summe | Harn
0,0 1,0x Erh?® - - - - -
’@ 1,7xErh - - - - - -

%, 374 | §[10xErh |36~ O07&F 143~ | 448 7,7 525 | 668
T.E? é 17xErh [19.3® 1,88 21,18 |432 43 475 | 686
B| 743 S[10xErh [10,5% 0,3* 10,8" 548 4,1 58,9 69,7
:—% L% 1,7xErh | 19,68 1,58 21,18 |44.1 4,8 48,9 70,0
8 1069 10x Erh [12,0° 0,3 12,3" |52,6 7,0 59,6 71,9
1,7xErh | 17,38 1,08 18,3 |456 53 50,9 69,3

SE 2,8 1,3 3,0 8,2 2,6 8,2 7,8

Effekt Dosis 0,0031 0,0005 0,0021 |0,0003 0,0766 0,0002 |0,0001

P<) FAS 0,0005 0,0003 0,0006 |0,3270 0,4988 0,2290 |0,9073

Dosisx FA 0,0134 0,0293 0,0493 |0,8350 0,7902 0,8651 |0,9516

AB - Mittdwerte mit unterschiedlichen Buchstaben innerhabeiner Dosierung in einer
Spdte unterscheiden sich sgnifikant (p < 0,05)

1 Fir die Berechnunug der Ausscheidung von OA in % der aufgenommenen OA-
Menge wurden die Konzentrationen von Qa in OA-Aquivaente umgerechnet (siehe

3.1.7), 2 Erh = Erhdtung, 3 FA = Futteraufnahme
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Nahr stoffver daulichkeiten und Passageparameter (Versuch 3)

In Tabelle 37 ig der Einfluss des Fitterungsniveaus und der unterschiedlichen Doserungen
auf die Vedaulichkeiten von TM, OM, St&ke und Zdlwandfraktionen dargestelt. Be

niedrigem Fitterungsniveau zeigten sch bel den Doserungen von 0, 743 und 1069 ng
OA/Tag dgnifikant hthere Verdaulichkeiten der TM und der OM. Be ener OA-Aufnaéhme
von 1069 ng OA/Tag ergab sch bem hohen Fitterungsniveau zusitzlich ene dgnifikante
Abnahme der NDF-Verdaulichkeit. Dos seffekte konnten nicht gezeigt werden.

Tabelle37: Einfluss des Fitterungsniveaus und der OA-Dosis auf die
Verdaulichkeit von Trockenmasse (TM), organischer Masse (OM)
Starke und Zelwandfraktionen (Versuch 3)
Parameter ™ oM Stérke ADF? NDF
0,0 1,0x Erht 80,78 84,48 99,9 64,1 70,8
@ 1,7x Erh 73,64 74,84 98,2 59,0 63,6
%, 374 § 10X Erh 788 824 99,9 60,4 68,8
e ‘% |17xErh 76,0 77,5 98,2 59,1 65,0
% 743 g 1,0x Erh 80,8F 84,58 99,9 63,7 72,2
:% % 1,7x Erh 75,94 77,24 99,4 59,1 65,4
5 1069 1,0x Erh 79,6 83,8°% 99,9 64,2 72,7°
1,7x Erh 76,2 77,64 98,0 60,1 64,94
SE 2,2 2,2 0,8 4,1 3,8
Effekt Dosis 0,9499 09331 06550 09135 0,914
(P<) FA* 0,0036 0,0004 00181 0,1503 0,139
Dosisx FA 0,5392 0,5527 0,6880 09358 0,8841
A, B

Mittelwerte mit unterschiedlichen Buchgaben in ener Spdte innerhdb ener OA-
Aufnahme unterscheiden sch sgnifikant (p < 0,05)
= FErhdtung, 2
Detergenzienfaser, 4 FA = Futteraufnahme

Erh

ADF =

Saure-Detergenzienfaser,

3

NDF

Neutral-



68

Sowohl fur die Ingesta-Passsge aus dem 1. Kompartiment (L) ds auch aus dem
Retikulorumen (K) konnte jewells eine hthere Passagerate bel hoherem im Verglech zum
niedrigem Fltterungsniveau  ermittelt werden. Statigtisch  sgnifikant war der  Unterschied
fir die Passage aus dem Retikulorumen zwischen den Fitterungsniveaus aber nur bel den
Doserungen 743 und 1069 ng/Tag. Die Passageraten aus dem 1. Kompartiment waren
innerhab der Doseungen 374 und 743 npg OA/Kg LM ba hoherem

jewells

Fltterungsniveau  dgnifikant hoher ds be niedrigem Fitterungsiveau. Die Zet bis zum
esen Auftreten des Makers im Kot war langer, wenn die Tiere auf niedrigem Niveau
gefuttert  wurden. Statistisch  konnten diese Werte aber nicht abgesichert  werden.
Dos seffekte konnten nicht gezeigt werden.

Tabelle 38: Einfluss unterschiedlicher Fitterungsniveaus auf die Passageraten aus
dem 1. Kompartiment (L) und dem Reticulorimen (K) sowie Zeitver zug
bis zum ersten Auftreten desMarkersim Kot (TD) (Versuch 3)
Parameter L (h?) K (h TD (h)
0,0 1,0x Erht 0,3516" 0,0283 12,3773
=2 1,7 x Erh 1,0228° 0,0452 6,5562
E, 374 | §[LOXErh 0,1217" 0,0465 85361
Py '§ 17X Erh 0,78628 0,0562 6,1828
% 743 g 1,0x Erh 0,0909* 0,05234 2,8121
:—% % 1,7x Erh 0,72218 0,09838 2,4751
g 1069 1,0x Erh 0,0942 0,0596A 2,4302
1,7x Erh 1,0707 0,13088 1,7606
SE 04 0,4 0,4
Effekt Dosis 0,5319 0,1403 0,2450
(P<) FAZ 0,0488 0,0704 0,7518
Dosisx FA 0,7073 0,2901 0,5302
AB Mittdwerte mit unterschiedlichen Buchgaben in einer Spdte innerhdb einer OA-

1

Aufnahme unterscheiden sich signifikant (p < 0,05)

Erh = Erhdtung, 2 FA = Futteraufnahme
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3.2.35 Zusammenfassung der Ergebnisse (Versuch 3)

Eine Steigerung des Fltterungsniveaus flhrte zu ener erhdhten Passagerate aus dem
Reticulorumen und zu einer sgnifikant hoheren Elimination von OA und Gy Uber den Kot.
Die Doss von OA beanfluste innerhdb beder Fitterungsniveaus die OA-
Konzentrationen in der Pansenfliissigkeit, Blutserum, Kot und Harn sgnifikant.

4 Diskussion

Allgemen gilt der Wiederkduer aufgrund der umfangreichen Hydrolyse von OA zum
weniger toxischen Metaboliten Oa und Phenylalanin ds weitestgehend resstent gegentiber
akut toxischen Effekten von OA. Die Vefltterung von OA-kontaminiertem Futter an
Wiederkduer gdlt grundsdizlich ene interessante Moglichkeit dar, OA-kontaminierte
Futtermittdl zu nutzen und OA aus der Nahrungskette zu entfernen. Das Ausmald der
Hydrolyse von OA zu Oa und Phenyldanin bem Wiederkéuer wurde bereits in mehreren
In vitro-Untersuchungen mit Pansenflissgkeit von Kihen und Schafen  untersucht.
KIESSLING et a. (1984) leteten aus einer solchen Untersuchung mit PansenflUssigkeit
ab, dass Wiederkduer 5 - 12 mg OA/kg Futter zu Ca und Phenyldanin abbauen konnen.
MULLER (1995) ermittelte in einer dhnlichen Studie eine Abbaukapazitdt von 33 - 72 mg
OA/Tag fur Milchkiihe und 3 - 7 mg OA/Tag fur Schafe. In ener In vivo — Untersuchung
von HOHLER e d. (1999) wiesen die Autoren jedoch bereits be ener téglichen
Aufnéhme von ca 15 mg OA intektes OA im Blutssum nach. Be der doppelten
Doserung diegen die gemessenen Plasmakonzentrationen bereits auf das 6- bis 10-fache
an. Diese erheblichen Unterschiede in den Ergebnissen zwischen In vitro - und Invivo -
Untersuchungen konnten darauf beruhen, dass in vitro nur der reine hydrolytische Abbau
von OA zu Ga und Phenyldanin erfasst wurde. In vivo konnten jedoch neben dem Abbau
auch die Absorption und die Passagegeschwindigkeit auf das Verschwinden von OA aus
den Vormégen einen Einfluss haben. Dies wird im Folgenden anhand der Ergebnisse der
elgenen Untersuchungen und anhand von Ergebnissen aus der Literatur diskutiert.
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Der Abbau von OA in den Vormégen efolgt nach KIESSLING et a. (1984) v.a durch die
Protozoen (ca. 88 %) und zu geringerem Antell durch Bakterien (ca. 12 %). Die Zahl und
Aktivitéd der Protozoen wird nicht nur durch Tierfaktoren (z.B. Alter, Rasse, Leistung),
sondern auch durch Umweltfaktoren beainflusst, zu denen neben der Jehreszait und der
vorhanden Artengemenschaft im  wesentlichen die Fitterungdfaktoren zéhlen  (Mller
1995). Vor dlem da Gehdt lecht fementierbarer Kohlenhydrate bestimmt die
Protozoenpoulation. Nach DENNIS et a. (1983) fihrt die Zugabe von Konzentratfutter
(Getreide) bis zu 70% zum Grundfutter zu ener Erhthung der Protozoenmenge. Ebenso
gt die Kohlenhydratquelle einen Einflussfaktor dar. Nach ABE und IRIKI (1978) hatte
en Zuckerzusatz enen groleren Effekt auf den Andieg da Protozoenpopulation ds
Starke. Cellulose zeigte keinen Effekt. MULLER et d. (1998) ermitteten in einer In vitro -
Untersuchung verkirzte Habwertszeiten von OA in der Pansenflissigkeit, wenn Heu oder
Grasslage durch Frischgras ersetzt wurden und der Konzentratfutterantell in der Ration
von 10 auf 50 % erhoht wurde. In Versuch 2 der vorliegenden Untersuchung zeigte sch
jedoch, dass es durch die Steigerung des KFAntels in der Retion zu einer erhthten
Veweildauer von OA im Pansen kam, die mit ener deutlichen Absenkung des ruminden
pH-Wertes enherging. Diese unterschiedlichen Befunde lassen sch mdglicheweise mit
Unterschieden in der Ration und den damit verbundenen Fermentationsprozessen erkléren.
Durch die rasche Fermentation von Stéarke kommt es a1 einer Senkung des pH-Wertes, der
sch negativ auf die pH-sengtiven Protozoen auswirken kann. Nach EADIE und MANN
(1970) konnten keine Protozoen im Pansensaft von Bullen und Férsen nachgewiesen
werden, wenn die Ration nur aus Kraftfutter bestand. Die Autoren fuhrten es auf die
niedrigen pH-Werte (< 6,0) zuriick. XIAO et d. (1991a, b) fanden eine 4,3-fach héhere
Bioveflgbarket von OA be nur mit Kraftfutter gefitterten Schafen (ruminder pH-Wert
von 57) im Veglech zu nur mit Heu gefitterten Schafen (ruminder pH-Wert von 7,1).
Der ruminde Abbau von OA Uber den Tagesverlauf ist nicht kongtant. Nach KIESSLING
et a. (1984) it die OA-Hydrolyse im Pansen unmittelbar vor der Fitterung am hochsten,
die niedrigse ergab sich eine Stunde nach Fltterung. Spéter stieg die Hydrolysekapazitét
wieder bis zum né&hden Fitterungszeitpunkt. Als Ursache wurde ene mogliche
gehemmte Protozoenaktivitét bel niedrigen pH-Werten angefihrt. Der tageszeitlich bzw.
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fltterungsabhangige Verlauf des ruminden pH-wertes trat in alen Versuchen ebenfals
auf.

Die erhohte Bioverflgbarket von OA (erhthte Plasmaspiegd bem hohen im Verglech
zum niedrigen KF-Antell in der Ration) konnte dlerdings zusdtzlich durch ene verdanderte
Absorption von OA aus dem Pansen be niedrigen pH-Werten verursacht werden.
Allerdings liegen bisher keine Swudien Uber die Absorption von OA aus den
unterschiedlichen Kompartimenten des Gadrointestindtraktes beim Wiederkduer vor. In
ener Untersuchung an Ratten konnten KUMAGAI und AIBARA (1982) zeigen, dassim
Magen, Dinndarm und Dickdarm der Ratte OA absorbiert wurde, wobel im Jgunum die
Absorptionskapazitdt am hdchsten war.

KUMAGAI (1988) ermittdte in einer in vitro Studie, die unter anderem den Einfluss des
pH-Wertes im proximden Jgunum der Ratte auf die Absorption von OA aus dem Darm
ins Blut untersuchte, dass mit snkendem pH-Wert die Aufnahme von OA (pK-Wert =
7,04) in die Damschlemhaut erleichtert wird. Zu erkléren ist dies damit, dass bel
niedrigem pH-Wert vorwiegend die nichtdissozierte, lipophilere Form von OA vorliegt,
welche leichter auf passvem Wege in das Diunndarmephite aufgenommen werden kann.
Dieses Ergebnis it moglicherwelse auf den Pansen Ubertragbar, da auch hier an der
Ephiteloberfléche eine Sekretion von Protonen Uber einen Na/H*-Audauscher datfindet.
Eine erhthte Absorption aus dem Pansen kdnnte folglich immer dann Sattfinden, wenn der
pH-Wert erniedrigt und der Abbau zu Oa und Phenyldanin gehemmt ist. Bel héheren pH-
Werten wéare dann der gegentellige Effekt zu erwarten. Ein verminderter Abbau in den
Vormégen bedingt wiederum eine ehdhte luminde OA-Konzentration. Eine erhthte
Absorption von OA aus dem Pansen, bedingt durch en erhthtes Diffusonsgefdle be
hoheren Konzentrationen von OA, konnte ebenfdls eine Rolle spielen. Das erhohte
Diffusonsgefdle bel hoheren OA-Konzentrationen im Pansen kodnnte mdglicherweise die
in Versuch 1 und 3 ba segenden Doserungen gezeigten gesteigerten Plasmaspiegel von
OA und die gesteigerte Ausscheidungen von OA Uber den Harn erkléren. In Versuch 1
kam es ba der hochgen Doserung im Vergleich zu den niedrigeren Doserungen zu einer
sgnifikant hoheren OA-Ausscheidung Uber den Harn. Dies konnte en Hinwes darauf
sn, dass die Abbaukgpazitdt von OA im Pansen be dieser Doserung (1161 ng/Tag)
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bereits saturiert ist und OA daher vermehrt unabgebaut ausgeschieden wird. In Versuch 3
konnte dies dlerdings weder be hohem noch be niedrigem Fitterungsniveau bestétigt
werden.

In Versuch 2 konnten die erhthte Lipophilie von OA bel niedrigen pH-Werten, das durch
die hoheren ruminaen OA-Konzentrationen bedingte erhthte Diffusonsgefdle von OA
aus dem Pansen ins Blut und die erhdhte Verwelldauer im Pansen bl hohem KF-Antel zu
ene gesteigerten Absorption von OA aus dem MagenDarm Trakt und damit zu ener
verminderten Ausscheidung von Oa Uber den Harn beigetragen haben. Der Befund, dass
est ab Tag 13 dgnifikant hohere OA-Konzentrationen im Blutserum bel hohem im
Vergleich zu niedrigem KF-Antell auftraten, is en Hinwes darauf, dass offenbar erst be
chronischer Fitterung von OA Uber enen léngeren Zatraum mit dgnifikenten Effekten
bezliglich der Blutparameter von OA zu rechnen is. Die Vermutung, dass ene langere
Verwelldauer von OA im Pansen auch zu niedrigeren Oa-Konzentrationen fuhrt, konnte in
Vesuch 2 a dem Zeatpunkt 10 Stunden nach Fitterung bestétigt werden. Die
durchgehend niedrigen Oa -Konzentrationen im Blut (zwischen 0,6 und 1,3 ng/ml) snd
aufgrund der geringen Habwertszeit von Oa  und der niedrigen Frequenz  der
Probenahmen nur begrenzt aussageféhig. Fir eine vermehrte Absorption von Oa aus dem
Pansen ins Blut be niedrigem KFAntell spricht, dass die Ausscheidung von (a Uber den
Kot be dieser Behandlung Sgnifikant niedriger, die rende Elimination von Oa aber hoher
war im Vergleich zu eénem hohem KF-Antell in der Ration.

Ebenso wie der ruminale Abbau und die Absorption von OA aus den Vormégen konnte
ene erhohte Passagegeschwindigkeit Uber eine gedeigerte Passage von OA aus dem
Pansen zu ener bechleunigten Elimination von OA aus den Vormégen fuhren. Hierdurch
wirde OA der hydrolytischen Spatung entzogen werden und misste im Kot in héheren
Mengen ausgeschieden werden ds bel niedrigeren Passagegeschwindigkeiten. Dies setzt
voraus, dass die hydrolytische Kapazitét im Dickdarm wesentlich geringer ig ds in den
Vormégen (dehe Seite 74). Die Erhohung der Passagerate aus dem Reticulorumen durch
Erhdhung des Erndhrungsniveaus, welche in Versuch 3 be den Behandlungen 743 und
1069 ngTag be hohem Emdhrungsiveau dgnifikant hoher war ds bea  niedrigem,
bestétigt die Untersuchung von ROTHFUSS et d. (1997). Auch hier nahm fur CFEDTA
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die Peassagerate aus dem Reiculorumen be Ochsen mit ener Steigerung  des
Erndhrungsniveaus von der Deckung des Erhdtungshedarfs auf das 1,5fache des
Erhdtungsbedarfs dgnifikant zu. Dies fihrte in der vorliegenden Arbet offenbar be dlen
Doseungen mit hohem Erdhrungsniveau zu dggnifikant hoheren  Ausscheidungen  von
OA und Qa Uber den Kot ds be niedrigem Erndhrungsniveau. Da bel Behandlung 374
ng/Tag keine Unterschiede in den Passageparametern zwischen den  Erndhrungsniveaus
ermittelt werden konnte, konnte eine weitere Moglichkeit darin liegen, dass es mit ener
Stegerung der Futteraufnahme auch zu einer Steigerung der bilidren Sekretion von OA bel
Wiederkauern kommt. Hierzu gibt es bisher dlerdings keine Untersuchungen.

Mit erhthtem KF-Antel in der Ration nimmt die Patike- und Fissgkeitspassage aus
dem Reiculorumen normaewese ab (OWENS und GOETSCH 1986). Dies liegt
vermutlich an der verminderten Wiederkautétigkeit und dem in der Folge abgeschwéchten
Speichefluss (MERTENS 1993). Im Versuch 2 unterschieden sich die Passageraten aus
dem Reticulorumen dlerdings nicit zwischen den Rationen KFHOA und KFN-OA. Eine
maogliche Erkl&rung fir die gedteigete fékde Ausschedung von Oa mit zunehmenden
KF-Antell in der Ration konnte eine gesteigerte Absorption von OA aus den Vormégen
«n, die gch in ggnifikeant hoheren OA-K onzentrationen im Blut be hohem im Vergleich
zum niedrigegn KFAntel in der Ration manifediete. Hohere Blutwerte lassen zunéchgt
eine hohere Elimination von OA Uber die Niere erwarten. Allerdings zeigte sch lediglich
eine um 1,8 %Punkte erhdhte Ausscheidung von OA (ber den Harn bei Behandlung KFH
OA im Vegleich zu KFN-OA. Diesr Unterschied konnte datigtisch nicht gesichert
werden. Daher konnte spekuliert werden, dass es be einem hohem KF-Antel in der Retion
zu ener gedteigerten hiligren Sekretion von OA und CGa gekommen i, welche Sch in den
Kotkonzentrationen von OA und Oa der Behandlungen wiederspiegdt. Unklar ist, ob en
geteigeter KF-Antell in der Ration die bilidre Sekretion geigert und welchen Antel die
bili&re Sekretion an der Gesamtausscheidung hat. Nach ROTH et d. (1988) besteht en
erheblicher Antell des von Mausen mit der Gale ausgeschiedenen OA aus Konjugaten
(Glucuronide und Sulfate). Im Dinndarm  konnten die Autoren keine Konjugate
nachweisen. Dies flhrten de darauf zurlick, dass die bili&r ausgeschiedenen konjugierten
Formen von OA durch die intestinde Mikroflora dekonjugiert werden und es anschlief3end
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zu ene Reabsorption von OA kommt. Neben der Resbsorpion besteht noch die
Maoglichkeit, dass die Dickdarmflora OA zu Oa und Phenyldanin hydrolysert.

Da dch die OA-Ausscheidungen Uber den Kot zwischen den Behandiungen KFH-OA und
KFN-OA nicht unterschieden, i das mdglicherweise vermehrt anflutende OA im Darm
be Behandlung KFH-OA maglicherweise von der Darmflora zu Oa und Phenyldanin
hydrolysert worden und fihrte damit zu ener dgnifikant hoheren Ausscheidung von Oa
Uber den Kot bei hohem im Veglech zu niedrigem KF-Antel in der Ration, unter der
Voraussetzung, dass keine Unterschiede in der Absorption von OA aus den
Darmabschnitten zwischen den Behandlungen KFH-OA und KFN-OA vorhanden waren.
Uber die Hydrolysekapazitdt der Dickdarmflora beim Wiederkduer und der Absorption

von OA aus dem Darm exigtieren bisher noch keine Untersuchungen.

Aufgrund der hohen Toxizitd von OA besent die Mdoglichkeit, dass OA auch die
Mikroorganismen im Pansen negetiv beeinflusst. Die in Versuch 1 ermitteten niedrigeren
Verdaulichkeiten der TM, OM und der Zdlwandfraktionen (ADF und NDF) der héchgen
Doserung im Vergleich zur Kontrollgruppe, lassen sch durch eventuelle toxische Effekte
von OA auf die Mikroorganismen im Pansen ekldaen. Um zu prifen, ob OA die
Pansenfermentation durch  Schédigung der  Pansenpopulation  beeinflusst, untersuchte
MULLER (1995) den Einfluss von OA auf die Gasbildung des Pansensaftes von Kihen
und Schafen (Hohenhemer Futterwerttest). Trotz relaiv hoher Einsatizmengen von OA
(1,5, 3 und 6 mgkg Futter) konnte keine Beentréchtigung der Mikroorganismen im
Pansen durch OA nachgewiesen werden.

Da in Versuch 2 kein Effekt von OA, sondern nur der Rationszusammensetzung auf die
Néahrgoffverdaulichketen und in Versuch 3 nur Effekte des Fitterungsniveaus und nicht
der Doseung von OA auf die Vedallichketen von TM, OM, Stake und
Zdlwandbestandtellen festzustdllen waren, ist hieraus zu schlief3en, dass OA unter den
Bedingungen der vorgdegten Arbeit vermutlich keine toxischen Effekte auf die
Mikroorganismen im Pansen ausibt und damit auch nicht die Protozoen negativ
beainflusst.
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5 Praktische Anwendung

Aufgrund der Tatsache, dass OA (ber das Futter sch in tierischem Gewebe anreichern
kann und der Ubergang von OA in die Kuhmilch gezeigt wurde (SKAUG 1999), stdlt sich
de Frage, unter wedchen Vorausetzungen ene Vefitterung OA-kontaminierter
Futtermittel an Wiederkauer fir den Menschen ungeféhrlich erscheint.

Schon be einer Doss von 378 ng OA/Tag konnte intaktes OA im Blutserum gezeigt
werden, wobel die Plasmawerte von OA mit steigender OA-Doserung andiegen. Die
ruminde Hydrolyse von OA zu Oa und Phenyldanin i demnach nicht vollstdndig
abgdaufen. Ein hoher KF-Antel in der Raion flhrte zudem zu ener Absekung des
ruminden pH-Wertes und ging mit ene erhdhten Vewelldauer von OA im Pansen
enher. Damit wurde die Absorption aus dem Pansen in die sysemische Zirkulation
sgnifikant gedeigert. Unter intendven Produktionsbedingungen scheint demnach  ene
erhohte ,Carry-over“-Gefahr zu bestehen. Die sehr dark variierenden  Konzentrationen
von OA im Blut in Versuch 3 be einem hohen KF-Antel in der Ration unabhéngig vom
Erndhrungsniveau lassen den Schluss zu, dass be hohem KF-Antel in der Ration
offendchtlich erhthte Gefahr besteht, dass es zu einer Veringerung der hydrolytischen
Téigket der Protozoen kommt und damit wahrscheinlicher mit gewissen Ricksténden im
Schlachtkorper oder der Milch zu rechnen ist. Diesem Prozess entgegen wirkt jedoch eine
gesdteigate Passagerate bel Erhdhung des Fltterungniveaus, wodurch es zu enem
vermehrten Ausscheiden von OA Uber den Kot kommen wirde.

S0 lésst dch zusammenfassend sagen, dass die Gefahr einer Anreicherung von OA in den
Geweben und ein Ubergang von OA in die Milch mit steigender Dosierung von OA, mit
Erhthung des KF-Anteles in der Raion und be niedrigem Fitterungsiveau angeigt. In
dlen Versuchen wurden ca. 70 — 80 % der aufgenommenen OA-Menge Uber Kot und Harn
wieder ausgeschieden. Die Gefdhrdung fir den Menschen it daher as gering enzustufen.
In einer Untersuchung des Codex Committee on Food Additives and Contaminations
(1999) wurde gezeigt, dass 50 % der potentidlen téglichen Aufnehme von OA aus
Getreide und Getreideprodukten, 30 % aus Rotwein, Kaffee und Bier aufgenommen
werden. Geflige und Schweinefleisch haben mit insgesamt ca 4 % nur einen geringen
Anteil an der OA-Aufnahme. Rindfleisch wurde a's unbedenklich eingestuft.
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6 Anhang
Tabelle39: Passageraten von Cr-EDTA aus dem 1. Kompartiment (L) und dem
Reticolorum (K) sowie Zeitverzug bis zum ersten Auftreten des Markers

im Kot bel unter schiedlichen Dosierungen von OA, Versuch 1

Parameter Modéll OA (ng/Tag)
0 374 743 1069 SE

L (hY) G1G1 0,1082 0,0389 0,0284 0,0386 0,1842
G2G1 0,2797 0,0582 0,0566 0,0577 0,0363

G3G1 0,6537 0,1050 0,2425 0,0694 0,3059

G4G1 0,2302 0,1472 0,1883 0,1022 0,0414

K (h') G1G1 0,0513 0,0389 0,0176 0,0386 0,0013
G2G1 0,0255 0,0542 0,0443 0,0557 0,0140

G3G1 0,0350 0,0407 0,0245 0,0694 0,0135

G4G1 0,0350 0,0353 0,0236 0,0603 0,0156

TD (h) G1G1 18,8407 10,5356 19,8651 14,6757 5,7583
G2G1 16,8211 4,5004 11,2619 17,9263 5,6596

G3G1 20,5967 2,1763 12,3297 2,1352 50777

G4G1 19,8861 0,2866 12,2907 0,0000 5,3356
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Tabelle40: Passageraten von Cr-EDTA aus dem 1. Kompartiment (L) und dem
Reticolorum (K) sowie Zeitverzug bis zum ersten Auftreten des Markers
im Kot bei unter schiedlichen Rationszusammensetzungen, Versuch 2
Parameter Modell Behandlung
KFH KFH KFN KFN SE
OA OA
L (hY) G1G1 0,4050 0,3572 0,4564 0,4366 0,2353
G2G1 0,1195 0,1038 0,0900 0,5893 0,3535
G3G1 0,1713 0,2736 0,1498 0,7156 0,4232
G4G1 0,2132 0,3247 0,1918 0,7667 0,4314
K (h) G1G1 0,0393 0,0457 0,0324 0,0410 0,0013
G2G1 0,0770 0,0729 0,1044 0,0934 0,0124
G3G1 0,0777 0,0790 0,0763 0,0747 0,0002
G4G1 0,0813 0,0872 0,0648 0,0974 0,0011
TD (h) G1G1 13,8075 | 13,7295 | 12,3544 | 13,7279 2,9508
G2G1 10,4123 | 10,2462 8,8382 8,9102 4,2666
G3G1 7,7401 8,9489 6,0254 5,8401 13,129
G4AG1 55127 6,3879 4,1420 5,4869 51554
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Tabelle4l: Passageraten von Cr-EDTA aus dem 1. Kompartiment (L) und dem
Reticolorum (K) sowie Zeitverzug bis zum ersten Auftreten des Markers

im Kot bei Deckung des ener getischen Bedarfsfir Erhaltung, Versuch 3

Parameter Modell OA (ng/Tag)
0 374 743 1069 SE
L (h1) G1G1 0,0298 0,0448 0,0437 0,0360 0,0041
G2G1 0,1565 0,0678 0,0516 0,0518 0,0595
G3G1 0,1260 0,0962 0,0635 0,0679 0,0769
G4G1 0,3516 0,1217 0,0909 0,0942 0,3198
K (h') G1G1 0,1131 0,0448 0,0494 0,0360 0,0205
G2G1 0,0350 0,0563 0,0516 0,0518 0,0067
G3G1 0,0403 0,0570 0,0635 0,0581 0,0103
G4AG1 0,0283 0,0465 0,0523 0,0596 0,0210
TD (h) G1G1 16,0585 | 20,6220 27,2209 17,1359 6,0060
G2G1 14,6174 14,2862 9,4587 10,0561 2,9963
G3G1 12,7849 9,8064 4,0863 4,1720 3,4766
G4G1 10,3773 8,5361 2,8121 2,4302 3,1955




79

Tabelle42: Passageraten von Cr-EDTA aus dem 1. Kompartiment (L) und dem
Reticolorum (K) sowie Zeitverzug bis zum ersten Auftreten des Markers
im Kot bel enem Ernahrungsniveau von 1,7 x Erhaltung, Versuch 3
Parameter | Modell OA-Aufnahmein ng/Tag
0 374 743 1069 SE
L (h1) G1G1 0,0973 0,0347 0,0674 0,0684 0,0041
G2G1 0,2483 0,3095 0,4703 0,1018 0,0595
G3G1 0,3013 0,6980 0,5978 0,1293 0,0769
G4AG1 1,0402 0,7862 0,7221 0,1707 0,3198
K (i) G1G1 0,0641 0,5883 0,3084 0,0684 0,0205
G2G1 0,0773 0,1234 0,0887 0,1018 0,0067
G3G1 0,0582 0,0624 0,1063 0,1293 0,0103
G4G1 0,0447 0,0465 0,0983 0,1308 0,0210
TD (h) G1G1 7,3282 13,8259 8,5724 10,2091 6,0060
G2G1 5,8430 9,6950 6,1515 7,0140 2,9963
G3G1 5,1059 9,1522 2,9979 4,1653 3,4766
G4G1 4,8361 |[8,5361 2,4751 1,7606 3,1955
Tabelle43:  Zusammensetzung desMineralfutters!
Inhaltsstoffe Zusatzstoffe
16,00 % Cdcdium 800.000 I.E. Vitamin A
4,00 % Phosphor 80.000 |.E. Vitamin Dy
10,00 % Natrium 1.000 mg Vitamin E
4,00 Magnesum 4250 mg Zink
2.000 mg Mangan
....2.000 mg Eisen
50 mg Jod
40 mg Selen

1 Zusammensatzung nach Hergelerangaben (Sdvana Tiernahrung GmbH)




80

7 Literaturverzeichnis

ABE, M., T.IRIKI (1978):
Effects of diet on the protozod population in permesble continuous cultures of rumen
contents. J. Nutr. 39: 197-202

ALEO,M.D., R.D. WYATT, R. G. SCHNELLMANN (1991):
Mitochindrid dysfunction is an ealy event in ochratoxin A but not oosporein toxicity to
rend proxima tubules. Toxicol. Appl. Pharmacol. 107: 73-80

ABRAMSON, D.,J. T.MILLS, R. N. SINHA (1992):
Ochratoxin A production in Bavarian cered grains stored at 15 and 19% moisture content.
Arch. Environ. Contam. Toxicol. 23: 259-265

BASSLER, R. (Ed.1988, 1993):

VDLUFA Methodenbuch, Band I1l. Die chemische Zusammensetzung von Futtermitteln. 3.
Auflage, 2. Ergnzungdieferung 1988 und 3. Ergénzungdieferung 1993. VDLUFA-Verlag,
Darmstadt

BAUDRIMONT, I.,A. M. BETBEDER, E. E. CREPPY (1997):
Reduction of the ochratoxin A-induced cytotoxicity in Vero cdls by aspatam. Arch.
Toxicol. 71: 290-298

BOHM, J. (1992):
Uber die Bedeutung der Mykotoxine Desoxynivaenol, Zeardenon, und Ochratoxin A fir
landwirtschaftliche Nutztiere. Arch. Anim. Nutr. 42: 95-111

BOSE, S., S. P. SINHA (1994):
Modulation of ochratoxin-produced genotoxicity in mice by vitamin C. Fd. Chem. Toxic.
32, 533-537

BOUDRA, H., P. LE BARS, J. LE BARS (1995):
Thermogtability of ochratoxin A in wheat under two moisture conditions. Appl. Environ.

Microbiol. 61: 1156-1158

BRANDT, M., I.. KUHN (1987):
Photometrische  Bestimmung von Cr-EDTA as CrDiphenylkarbazon-Komplex  im
Darminhat und Ka nach Kjeldahl- Aufschluss. Arch. Anim. Nutr. 37: 452-453

BRANDT, M., A. SCHULDT, P. MANNERKORPI, T. VEARASILP (1987):
Zur enzymdischen Stérkebestimmung im Darminhdt und Kot von Kihen mit hitzestabiler
Amylase. Arch. Anim. Nutr. 37: 455

BREITHOLZ-EMANUELSSON, A., M. OLSEN, A. OSKARSSON, |I. PALMINGER,

K.HULT (1993):
Ochratoxin in cow’s milk and in human milk with corresponding human blood samples. J.
AOAC. Int. 76, 842-846



81

CHANG, C. F.,F. S. CHU (1977):
The fate of ochratoxin A in rats. Food Cosmet. Toxical. 15: 199-204

CHANG, C. F.,,W. E. HUFF, P. B. HAMILTON (1979):
A leucocytopeniainduced in chickens by dietary Ochratoxin A. Poultry Sci.58:555-558

CHELACK,W. S, J. BORSA, R. R. MARQUARDT, A. A. FROHLICH (1991b):

Role of competetive microbid flora in the radiation-induced enhancement of ochratoxin
production by Aspergillus alutaceus var. alutaceus NRRL 3174. Appl. Environm.
Microbiol. 57, 2492-2496

CHELACK, W. S, J. BORSA, J. G. SZEKELY, R. R. MARQUARDT, A. A.
FROHLICH (1991a):

Vaiants of Aspergillus alutaceus var. alutaceus (formerly Aspergillus ochraceus) with
dtered ochratoxin A production. Appl. Environm. Microbiol. 57, 2487-2491

CHELKOWSKI, J., P. GOLINSKI, B. GODLEWSKA, W. RADOMY SK A (1980):
Reduction of ochratoxin contamination in cereds by technologica processng. Prezeglad

Zbozowo-Mlynarski 24 (6): 6-7

CHELKOWSKI, J., P. GOLINSKI, K. SZEBIOTK O (1981):
Mycotoxins in cered grain. Part Il. The fate of ochratoxin A after processng of wheat and
barley grain. Nahrung 25: 423-426

CHELKOWSKI, J., K. SZEBIOTZKO, P. GOLINSKI, M. BUCHOWSKI, B.
GODLEWSKA, W.RADOMY SKA, M. WIEWIOROWSKA (1982):

Mycotoxins in cered gran. Pat V. Changes of cered vdue after ammoniation and
mycotoxins (ochratoxins) inactivation. Nahrung 26: 1-7

CHU, F. S. (1974):
Studies on ochratoxins. CRC Crit. Rev. Toxicol. 2: 499-524

CODEX COMMITEE ON FOOD ADDITIVESAND CONTAMINANTS (1999):
Pogdition paper of ochratoxin A (1999). Codex Alimentarius Commisson, World Hedlth
Organization, CX/FAC99/14

CREPPY, E. E., D. KERN, P. S. STEYN, R. VLEGGAAR, R. ROSCHENTHALER,
G. DIRHEIMER (1983a):

Comparativ sudy of the effect of ochratoxin A andogues on yeast aminoacyl-tRNA
synthetases and on the growth and protein synthesis of hepatoma cells. Toxicol. Lett. 19:
217-224

CREPPY, E. E, F. C. STORMER, D. KERN, R. ROSCHENTHALER, G.
DIRHEIMER (1983b):

Effects of ochratoxin A metabolites on yeast phenyldanyl-t-RNA synthetase and on growth
and in vivo protein synthesis of hepatoma cells. Chem. Biol. Interact. 47: 239-247



82

DAHLMANN, A.,W.H. DANTZLER, S. SILBERNAGL, M. GEKLE (1998):

Detalled mapping of ochratoxin A resbsorption dong the rat nephron in vivo: The
nephrotoxin can be resbsorbed in al segments by different mechaniams. J. of Pharmacal.
and Experim. therap. 286. 157-162

DENNIS, S. M., M. J. ARAMBEL, E. E. BARTLEY, A. D. DAYTON (1983):
Effect of energy concentration and source of nitrogen on numbers and types of rumen

protozoa J. Dairy Sci. 66: 1248-1254

DOERR, J.A.,,W. E. HUFF, P. B. HAMILTON, E. B. LILLEHOY (1981):
Severe coagulopathy in young chickens produced by ochratoxin A. Toxicol. Appl.
Pharmacol. 59: 157-163

DOSTER,R. C.,R. O. SINNHUBER (1972):
Compardtive rates of hydrolysis of ochratoxin A and B in vitro. Fd. Cosmet. Toxicol. 10:
389-394

DWIVEDI, P., R. B. BURNS (1986):
The natura occurence of ochratoxin A and its effects in poultry. A review. Pat 1.
Epidemiology and toxicity. World's Poult. Sci. J. 42: 32-47

EADIE, J. M., S. O. MANN (1970):

Devdopment of the rumen microbid population: High darch diets and ingability. In:
Physology of digestion and metabolism in the ruminant. Bd. 3 (Ed. A. T. Philippson) Orid
PressLtd., Newcastle upon Tyne: 335-347

EL BANNA,A.A.,J.1.PITT, L. LEISTNER (1987):
Production of mycotoxins by Penicillium species. System. Appl. Microbiol. 10: 42-46

FINK-GREMMELS, J. (1995):
Toxicity and metabolism of ochratoxin A, Naturd Tox. 3:214-220

FUCHS, R., K.HULT, M. PERAICA, B. RADIC, R. PLESTINA (1984):
Conversion of ochratoxin C into Ochratoxin A invivo. Appl. Environ. Microbiol. 48: 41-42

GALTIER, P. (1974):
Devenir de I'ochratoxin A dans |'organisme animd. |.Transport sanguin de la toxin chez le
rat. Ann. Rech. Vet. 5:311-318

GALTIER, P.,M.ALVINERIE, J.L. CHARPENTEAU (1981):
The pharmacokinetc profile of ochratoxin A in pigs, rabbits and chickens. Food Cosmet.
Toxic. 18: 493-496

GALTIER, P.,J.L. CHARPENTEAU, M. ALVINERIE, C. LABOUCHE (1979):
The pharmacokinetic profile of ochraoxin A in the rat after ord and intraveous
administration. Drug Metab. Dispos. 7:429-434



83

GALTIER, P. & ALVINERIE, M. (1976):
In vitro transformation of ochratoxin A by anima microbid floras. Ann. Rec. Vet. 7: 91-98

GEISHAUSER, T., A. GITZEL (1996):
A comparison of rumen fluid sampled by oro-rumind probe versus rumen fisula Small
Rumin. Res. 21: 63-69

GFE (Gesdlschaft fur Ernahrungsphysiologie), 1986:
Mittellungen  des  Aussthusses  fir Bedafsnormen  der GesdlIschaft  fir

Erndhrungsphysiolgie. Proc. Soc. Nutr. Physiol. 5: 149-152

GILL,J.,,W.T. MAGEE, (1976):
Balanced two-period changeover designs for severd treatments. J. Anim. Sci. 42, 775-777

GOERING, H. K., P. J. VAN SOEST (1970):
Forage fiber andyses (apparatus, reagents, procedures and some applications). Agric.
Handbook No. 379. ARS, USDA, Washington DC.

GOLINSKI, P., CHELKOWSKI, J., KONARKOWSKI, A., SZEBIOTKO, K. (1986):
Einfluss ener Fitterung mit unterschiedlich kontaminietem  Futter  (Ochratoxin A)  auf
ménnliche und weibliche Broilerkiken. Fleischwirtscheft 66: 115-117

GROVUM,W.L.,WILLIAMS, V. J. (1973):

Rate of passage of digesta in sheep. 4. Passage of marker through the dimentary tract and
the biologica relevance of rate-condants derived from the changes in concentration  of
marker in faeces. Br. J. Nutr. 30: 313-329

GROVES, C. E., G. NOWAK, M. MORALES (1999).
Ochratoxin A secretion in primary cultures of rabbit rend proximd tubule cdls. J. Am.
Soc. Nephrol. 10: 13-20

HADIDANE, R., H. BACHA, E. E. CREPPY, M. HAMMAMI, F. ELLOUZE, G.
DIRHEIMER (1992):

Isolation and dructure determination of natural analogues of the mycotoxin ochratoxin A
produced by Aspergillus ochraceus. Toxicol. 76: 233-243

HADLOK, R. M. (1989):
Ochratoxin-Vorkommen im Blut von Schlachtschweinen und von Menschen. Vortrag 11.
Mykotoxin-Workshop 22.-24.5 1989b, Berlin

HAGGBLOM, P. E., J. GHOSH (1985):
Pogtharvest Production of Ochratoxin A by Aspergillus ochraceus and Penicillium
viridicatum in Barley with different Protein levels. Env. Micr. 49: 787-790

HAGELBERG, S., K. HULT, R. FUCHS (1989):
Toxicokinetics of ochratoxin A in severd species and its plasma-binding properties. J.
Appl. Toxicol. 9:91-96



84

HANSEN, C. E., S. DUELAND, S. A. DREVON, F. C. STAERMER (1982):
Metabolisn of ochratoxin A by primary cultures of ra hepatocytes. Appl. Environ.
Microbiol. 43: 1267-1271

HARWIG, J. (1974):
Ochratoxin A and related metabolites. In: Mycotoxins. (Ed.. Purchase |.F.H) Elsevier,
Oxford, New Y ork: 345-368

HASINOFF, B. B., A. D. RAHIMTULA, R. F. OMAR (1990):
NADPH-cytochrome-P-450 reductase promoted hydroxyl radical production by the iron
(111)-ochratoxin A complex. Biochem. Biophys. Acta 1036: 78-81

HOHLER, D. (1998):
Ochratoxin A in food and feed: occurence, legidation and mode of action. Z.
Erndhrungswiss 37: 2-12

HOHLER, D., K.-H. SUDEKUM, S. WOLFFRAM, A. A. FROHLICH, R. R.

MARQUARDT (1999):
Metabolism and excretion of ochratoxin A in sheep. J. Anim. Sdi. 77: 1217-1223

HUFF, W. E., C. F. CHANG, M. F. WARREN, P. B. HAMILTON (1979):
Ochratoxin A-induced iron defiency anemia. Appl. Environ. Microbiol. 37: 601-604

HUFF, W. E., J. A. DOERR, P. B. HAMILTON, D. D. HAMANN, R. E. PETERSON,
A. CIEGLER (1980):

Evauation of bone strength during aflatoxicosis in broiler chickens. Appl. Microbiol. 40:
102-107

HUFF, W. E., L. F. KUBENA, R. B. HARVEY (1988).
Progression of ochratoxicosisin broiler chickens. Poultry Sci. 67: 1139-1146

HULT, K., E. HOKBY, U. HAGGLUND, S. GATENBECK, L. RUTQUIST, G.
SELLEY (1979):

Ochratoxin A in pig blood: method of andyss and use as a tool for feed studies. Appl.
Environ. Microbiol. 38: 772-776

HULT, K. E.HOKBY, S. GATENBECK, L. RUTQUIST (1980):
Ochratoxin A in blood from daughter pigs in Sweden; use in evduation of toxin content of
consumed feed. Appl. Environ. Microbiol. 39: 828-830

HULT, K., A. TEILING, S. GATENBECK (1976):
Degradition of ochratoxin A by aruminant. Appl. Environ. Microbiol. 32: 443-444

JORGENSEN, K., G. RASMUSSEN,. I. THORUP (1996):
Ochratoxin A in Danish cereds 1986 - 1992 and daly intake by the danish population.
Food Addit. Contam. 13: 95-104



85

JOSEFSSON, E.B. G.,, MOLLER, T. E. (1980):
Hest stability of ochratoxin A in pig products. J. Sci. Food Agric. 31: 1313-1315

KERKADI, A.-, C. BARRIAULT, B. TUCHWEBER, A. A. FROHLICH, R. R.
MARQUARDT, G. BOUCHARDT, |I. M. YOUSSEF (1998):

Digtary cholestyramin reduces ochratoxin  A-induced nephrotoxicity in the ra by
decreasing plasma levels and enhancing feca excretion of the toxin. J. Toxicol. Environ.
Hedth 53: 231-250

KIESSLING, K. H., H. PETTERSON, K. SANDHOLM, M. OLSEN (1984).
Metabolism of aflatoxin, ochratoxin, zeardeone and three tricothecenes by intact rumind
fluid, rumen protozoa and rumren bacteria. Appl. Environ. Microbiol. 47: 1070-1073

KRAMER, J: (1987):
Lebenamittelmikrobiologie. Ulmer Verlag, Stuttgart. 81-84

KROGH, P (1987):
Ochratoxins in food. In: Mykotoxins in food. (P. KROGH, Ed.), Academic Press Ltd.,

London, 97-121

KROGH, P., N. H. AXELSEN, F. ELLING, N. GYRD-HANSEN, B. HALD, J.
HYLDGAARD-JENSEN, A. E. LARSEN, A. MADSEN, H. P. MORTENSEN, T.
MALER, O. K. PETERSEN, U. RAVNSKOV, M. ROSTGAARD, O. AALUND
(1974):

Experimentd  porcine nephropathy. Changes of rend function and structure  induced by
ochratoxinA -contaminated feed. Acta Path. Microbiol. Scand. Sect. A (Suppl.) 246:1-21

KROGH, P., N. GYRD-HANSEN, B. HALD, S. LARSEN, J. P. NIELSEN, M.
SMITH, C. IVANOFF, H. MEISNER (1988):

Rend enzyme activities in expeaimentd ochraoxin  A-induced porcine nephropathy:
diagnostic potential of phosphoenol pyruvat carboxykinase and gamma-
glutamyltranspeptidase activity. J. Toxicol. Environ. Hedth 23: 1-4

KUIPER-GOODMAN, T., P. M. SCOTT (1989):
Risk assessment of the mycotoxin ochratoxin A. Biomed. Environ. Sci. 2: 179-248

KUMAGAI, S. (1985):
Ochratoxin A: plasma concentraion and excretion into bille and urine in dbumin-deficient
rats. Food Chem. Toxic. 23: 941-943

KUMAGAI, S. (1989):
Effects of plasma ochratoxin A and lumind pH on the jguna absorption of ochratoxin A in
rats. Food Chem. Toxicol. 26: 753-757

KUMAGAI, S, K. AIBARA (1982).
Intestina absorption and secretion of ochratoxin A in the rat. Toxicol. Appl. Pharmacol. 64,
94-102



86

KUMARI, D., S. P. SINHA (1994).
Effect of retinol on ochratoxin-produced genotoxicity in mice. Food Chem. Toxic. 32: 471-
475

LARSEN, S. (1928):
On chronic degeneration of the kidneys caused by mouldy rye. Dansk Maanedsskr.
Dyrlaeg. 40: 259-284, 289-300

LEE, S, J. T.BEERY, F. S. CHU (1984):
Immunohistochemical fate of ochratoxin A in mice. Toxicol. Appl. Pharmacol. 72: 218-227

LEVI,C.P.,H.L. TRENK, H. K. MOHR (1974):
Study on occurence of ochratoxin A in green coffee beans. J. AOAC 57: 866-870

LI, S, R.R. MARQUARDT, A. A. FROHLICH, T. G. VITTI, G. CROW (1997):
Pharmacokinetics of ochratoxin A and i metabilites in rats. Toxicol. Appl. Pharmacol.
145: 82-90

LILLEHOY,E.B., F. ELLING (1983):
Environmental conditions that facilitate ochratoxin @ A contamination of agriculture
commodities. Acta Agric. Scand. 33: 113-126

LLOYD, W. E. (1980):
Citrinin and ochratoxin toxicoses in cettle in the United States 2nd Internationa
Symposium of veterinary laboratory diagnosticians, Lucerne/Switzerland 129: 435-439

LUCAS M., F.H.LEI,J. A. BLAIR (1980):
The influence of buffer pH, glucose and sodium ion concetration and the microclimate in

ra proximal jgunum in vitro. Pfligers Arch. 385: 137-142

LUND, F., J. C. FRISVAD (1994):
Chemotaxonomy of Penicillium aurantiogriseum and related species. Mycol. Res. 98: 481-
492

LUSKY, K., D. TESCH, R. GOBEL (1995):

Untersuchung der Wirkung von nadrlichem und kriggdlinem Ochratoxin @ A nach
Vefitterung Uber 28 Tage bem Schwein mit  anschlifender  Untersuchung  des
Rickgandverhdtens beider Formen des Mykotoxins in Korperflissgkeit und Organen
sowiein Feisch - und Wurstwaren. Arch. Lebensm.-Hyg. 46: 45-48

MADHYASTHA,S.M.,A. A. FROHLICH, R. R. MARQUARDT (1992a):
Hydrolysis of Ochratoxin A by the microbid activity of digesta in the gadtrointestind tract
of rats. Arch. Environ. Contam. Toxicol. 23: 468-472

MADHYASTHA, S.M.,A. A.FROHLICH, R.R. MARQUARDT (1992b).
Effect of digtary cholestyramine on the dimination pattern of ochratoxin A in rats. Fd.
Chem. Toxic. 30: 709-714



87

MADHYASTHA, S. M., R. R. MARQUARDT, A. A. FROHLICH, G. PLATFORD,
D. ABRAM SON (1990):

Effect of different cered and oilseed substrates on the growth and production of toxins by
Aspergillus alutaceus and Penicillium verrucosum. J. Agric. Food Chem. 38: 1506-1510

MADSEN, A., B.HALD, E. LILLEHQOY, H. P. MORTENSEN (1982):

Feeding experiments with ochratoxin A contaminated barley for bacon pigs. Il. Naturdly
contaminated barley given for 6 weeks from 20 kg compared with norma barley
supplemented with cyrdtalin ochratoxin A and / or citrinin. Acta Agric. Scand. 32: 369-372

MADSEN, A., B.HALD, H. P. MORTENSEN (1983):

Feeding experiments with ochratoxin A contaminated barley for bacon pigs 3.
Detoxification by ammoniation hesting + NaOH or autoclaving. Acta Agric. Scand. 33:
171-175

MAJERUS, P. H. OTTENDER, C. HOWER (1989):
Betrag zum Vorkommen von Ochratoxin A in Schweineblutserum. Dtsch.  Lebensm.
Rundschau 85: 307-313

MALAVEILLE, C.,G. BRUHN, H. BARTSCH (1991):

Genotoxicity of ochraioxin A and sructurdly reated compounds in E. coli grains sudies
on ther mode of action. In. Mycotoxins, Endemic Nephropathy and Urinary Tract
Tumours. (M. CASTEGNARO, R. PLESTINA, G. DIRHEIMER, 1. N.
CHERNOZEMSKY, H. BARTSCH, Eds), International Agency for Research on Cancer,
Lyon, IARC Scient. Public. 115: 261-266

MARQUARDT, R.R., A. A. FROHLICH (1992):
A review of recent advances in understanding ochratoxicosis. J. Anim. Sci. 70: 3968-3988

MCcKENZIE, K. S, A. B. SARR, K. MAYURA, R. H. BAILEY, D. R. MILLER, T. D.
ROGERS, W. P. NORRED, K. A. VOSS, R. D. PLATTNER, L. F. KUBENA, T. D.
PHILLIPS (1997):

Oxidative Degradation and detoxifikation of mycotoxins usng a nove source of ozone.
Food and Chemical Toxicology 35: 807-820

MEISNER, H. (1976):
Energy-dependent upteke of ochratoxin A by mitochondria. Arch. Biochem. Biophys. 173:
132-140

MEISNER, H., S. CHAN (1974):
Ochratoxin A, an inhibitor of mitichondria transport system. Biochem. 13: 2795-2800

MEISNER, H., P. SELANIK (1979):
Inhibition of rena gluconeogenesisin rats by ochratoxin. Biochem. J. 180: 681-684



88

MERTENS, D. R. (1993):

Kinetics of cdl wadl digestion and passage in ruminants. In: Forage cdl wal dructure and
digestibility (H. G. JUNG, D. R. BUXTON, R. D. HATHELD und J RALPHS, Eds),
American Society of Agronomy, Crop Science Society of America, Soil Society of
America, Madison, WI. 535-570

MICCO, C., M. GROSS, M. MIRAGLIA, C. BRERA (1989):

A sudy of the contamination by ochratoxin A of green and roasted coffee beans. Food
Add. Cont. 6 (3): 333-339

MOORE, J. A., POND, K. R., POORE, M. H., GOODWIN, T. G. (1992):

Influence of mode and marker on digesta kinetic estimates for sheep. J. Anim. Sci. 70:
3528-3540

MOORE, J. A., TRUELOVE, B. (1970):
Ochratoxin A: inhibition of mitochondria respiration. Science 168: 1102-1103

MORTENSEN, H. P, B. HALD, A. MADSEN (1983):
Feeding experiments with ochratoxin A contaminated barley for bacon pigs. 5. Ochratoxin

A in pig blood. Acta Agric. Scand. 33: 235-239

MULLER,H-M., A. BOLEY (1991):
Einflud der Autoklavierung und Oberflachendesnfektion von Weizen (triticum aestivum)
auf die Produktion von Ergosterin , Ochratoxin A und Citrinin durch Penicillium

verrucosum. Zentralbl. Mikrobiol. 146: 445-451

MULLER,H-M., A. BOLEY (1992):
Untersuchungen zur Kdihllagerung von Weizen. 1. Mittellung - Ergosterin, Ochratoxin A
und Citrinin nach Zuimpfung von Penicillium verrucosum. Arch. Anim. Nutr. 42: 351-363

MULLER, H. M., C. LERCH, K. MULLER, W. EGGERT (1998):
Kinetic profiles of ochratoxin A and Ochratoxin a during in vitro incubation in buffered
forestomach and abosomal contents from cows. Naturd toxins6: 251-258

MULLER,H.M., K. MULLER, H. STEINGASS (2001):
Effect of feeding regime on the metabolism of ochratoxin A during the in vitro incubation

in buffered rumen fluid from cows. Arch. Anim. Nutr. 54: 265-279

MULLER, H. M., E. SCHROPPEL, M. THALER (1980):
Einflus von Propionsuredoserung und  Kornfeuchte auf  die  Entwicklung und
Mykatoxinbildung von Penicillien und Aspergillen in Koérnermais. Landwirtsch. Forschung

34 (1-2): 23-34

MULLER, G., P. KIELSTEIN, H. ROSNER, A. BERNDT, M. HELLER, H.
KOHLER (1999a):

Studies of the influence of ochratoxin A on immune and defence reactions in weaners.
Mycoses42: 495-505



89

MULLER, G., P. KIELSTEIN, H. ROSNER, A. BERNDT, M. HELLER, H.
KOHLER (1999b):

Studies on the influence of combined adminidration of ochraoxin A, fumonisn B1,
deoxynivalenol and T2 toxin on immune and defence reactions in weaner pigs. Mycoses
42: 485-493

MULLER, K. (1995):

Bnflud der Fitterung und anderer Faktoren auf den Umsatz von Ochratoxin A in
Pansenfliissgkat in vitro und in vivo. Dissertation, Université Hohenheim, Germany
NORTHOLT, M. D.,H.P.VAN EGMOND, W. E. PAUL SCH (1979):

Ochratoxin A production by some fungd species in rdation to waer activity and
temperature. J. Food Prot. 42: 485-490

OMAR, R. F., B. B. HASINOFF, F. MEJILLA, A. D. RAHIMTULA (1990):
Mechanism of ochratoxin A stimulated lipid peroxidation. Biochem. Pharmacol. 40: 1183-
1191

OMAR; R.F.,A.D. RAHIMTULA, H. BARTSCH (1991):
Role of cytochrome P-450 in ochratoxin A-gimulated lipid peroxidation. J. Biochem.
Toxicol. 6: 203-209

OMAR, R.F.,GELBOIN, H.V.,RAHIMTULA, A. D. (1996):
Effect of cytochrome P450 induction on the metabolism and toxicity of ochratoxin A.

Biochem. Pharmacol. 51:207-216

ORTH, R. (1981):
Einflud von physkaischen Faktoren auf die Bildung von Mykotoxinen. In: Mykotoxine in
Lebenamitteln. G. Fischer Verlag, Stuttgart, New Y ork: 85-100

OSBORNE, B. G. (1979):
Reversed-phase high performance liquid chromatography determination of ochratoxin A in
flour and bakery products. J. Sci. Agri. 30: 1065-1070

OWENS, F. N., A. L. GOETSCH (1986):

Digesta passage and microbid protein synthesis, In: L. P. Milligan, W. L. Grovum, A.
Dobson (Eds) Control of digetion and metabolism in ruminants, Prentice-Hal,
Englewood Cliff, NJ pp. 196-226

PITOUT, M. J. (1969):
The hydrolysis of ochratoxin A by some proteolytic enzymes. Biochem. Pharmacol. 18:

485-491

PITT, J.1.(1987):
Penicillium viridicatum, Penicillium verrucosum, and production of ochratoxin A. Appl.
Environ. Microbiol. 53: 266-269



90

PLANK, G., J. BAUER, A. GRUNKEMEYER, S. FISCHER, B. GEDEK, H.
BERNER (1990):

Untersuchungen zur protektiven Wirkung von Adsorbentien gegeniber Ochratoxin A beim
Schwein. Tierérztl. Prax. 18: 438-489

PLONAIT, H., K. BICKHARDT (1988).
L ehrbuch der Schweinekrankheiten. Verlag Paul Parey, Berlin, Hamburg: 258-259

POND, K. R., ELLIS, W. C., MATIS, J. H., FERREIRO, H. M., und SUTTON, J. D.
(1988):

Compartmentd models for edimating atributes of digesta flow in catle. Br. J. Nutr. 60:
571-595

PRITCHARD, J.B.,D. S.MILLER (1993):
Mechanisms mediating renal secretion of organic anions and cations. Physiol. Rev. 73:
765-796

PRITCHARD, J. B. (1987):
Lumind and peritubular steps in the rend transport of p-aminohippurate. Biochim Biophys
Acta 906: 295-308

RAHIMTULA, A. D., J-C. BEREZIAT, V. BUSSACHINI-GRIOT, H. BARTSCH
(1988):

Lipid peroxidation as a possible cause of ochratoxin A toxicity. Biochem. Pharmacol. 37:
4469-4477

RAMAKRISHNA, N, J. LACEY, J. E. SMITH (1996):
Colonization of barley gran by Penicillium verrucosum and ochratoxin A formation in the

presence of competing fungi. J. Food Prot. 59: 1311-1317

RIBELIN, W. E., K. FUKUSHIMA, P. E. STILL (1978):
Thetoxicity of ochratoxin to ruminants. Can. J. Comp. Med. 42: 172-176

ROSCHENTHALER, R., CREPPY, E. E., G. DIRHEIMER (1984):
Ochratoxin A - on the mode of action of a ubiquitous mycotoxin. J. Toxicol. Toxin Review.

1:53-86

ROLLE, M., A. MAYR (1993):
Medizinische Mikrobiologie, Infektions - und Seuchenlehre. Ferdinand Enke Verlag
Stuttgart, 846-850

ROTH, A., K. CHAKOR, E. E. CREPPY, A. KANE, R. ROSCHENTHALER, G.
DIRHEIMER (1988):
Evidence for an enterohepatic circulation of ochratoxin A in mice. Toxicol. 48: 293-308



91

ROTHFUSS, H., K.-H. SUDEKUM, M. STANGASSINGER (1997):

Ermittlung der Peassage @nes Makers im Verdaungdrakt von Milchkihen mit  Hilfe
unterschiedlicher  Schétzverfahren:  Einfluss von  Laktationsstadium, Fitterungsniveau  und
Rationszusammensetzung. Arch. Anim. Nutr. 50: 43-61

SAS (1998):
SAS/STAT User's Guide. SAS Indgtitut Inc., Cary, NC

SCHEUER, R., K. BERNARD, L. LEISTNER (1984):
Ricksténde wvon Ochratoxin @ A in  Schwenenieren.  Mittellungsblait  Bundesans.
Heischforschung (Kulmbach) 83: 5781-5784

SCHIEFER, H. B. (1990):

Mycotoxicosis of domestic animds and ther diagnogs. Can. J. Physiol. Pharmacol. 68:
987-990

SCHWERDT, G., R. FREUDINGER, S. SILBERNAGL, M. GEKLE (1998):

Apicd upteke of radiolabdled ochratoxin A in Madin-Darby canine kidney cdls. Toxicol.
131: 193-202

SHOTWELL,O.L.,C.W.HESSELTINE, M. L. GOULDEN (1969):
Ochratoxin A: Occurence as natural contaminant of corn sample. Appl. Microbiol. 17: 765-
766

SHOTWELL,O.L.,C. W.HESSELTINE (1983):
Five-year study of mycotoxinsin virginiawheat and dent corn. J. AOAC. 66: 1466-1469

SHOTWELL,O.L.,M.L.GOULDEN, C. W. HESSELTINE (1976):
Survey of U.S. whest for ochratoxin A and aflatoxin. J. AOAC 59: 122-124

SKAUG, M. A. (1999):
Andyss of Norwegian milk and infant formulas for ochratoxin A. Food Additives and
Contaminants 16: 75-78

SKRINJAR, M., J.L.RASIC, V. STOJICIC (1996):
Lowering ochratoxin A level in milk by yoghurt bacteria and hbifidobacteria Folia

Microbiol. 41: 26-28

SREEMANNARAYANA, O., A. A. FROHLICH, T. G. VITTI, R. R. MARQUARDT,

D. ABRAMSON (1988):
Studies of tolerance and dispostion of ochraioxin A in young caves. J. Anim. Sci. 66:

1703-1711

STANDER, M. A, U. T. BORNSCHEUER, E. HENKE, P. S. STEY N (2000):
Screening of commercid hydrolases for the dergradation of ochratoxin A. J. Food Chem.
48: 5736-5739



92

STOREN, O.,H. HOLM, F. C. STAARMER (1982):
Metabolism of ochratoxin A by rats. Appl. Environ. Microbiol. 44: 785-789

STORMER, F. C, C. E. HANSEN, J. |I. PEDERSEN, G. HVISTENDAL, A. J.
AASEN (1981):

Formation of (4r)- and (4S)-4-hydroxyochratoxin A from ochratoxin by liver microsomes
from various species. Appl. Environ. Microbiol. 42: 1051-1056

STORMER, F. C., O. STOREN, C. E. HANSEN, J. |. PEDERSEN, A. J. AASEN
(1983):

Formation of (4R)-and (4S)-hydroxyochratoxin A from ochratoxin A by rabbit liver
microsomes. Appl. Environ. Microbiol. 45: 1183-1187

STOJKOVICH, R, K.HULT, S. GAMULIN, R. PLESTINA (1984):

High affinity binding of ochratoxin A to plasma condtituents. Biochem. Int. 9: 33-38
SUZUKI, S, T. SATOH, M. YAMAZAKI (1977):

The pharmacokinetics of ochratoxin A in rats. Japan. J. Pharmacol. 27: 735-744

TRENK,H.L.,M.E.BUTZ, F. S.CHU (1971):
Production of ochratoxins in different cered products by Aspergillus ochraceus Appl.
Microbidl. 21: 1032-1035

TSUDA, M., T. SEKINE, M. TAKEDA, S. H. CHA, Y. KANAI, M. KIMURA, H.
ENDOU (1999):

Trangport of ochratoxin A by rend multispecific organic anion trangporter 1. J. Pharmacol.
Exp. Ther. 289: 1301-1305

ULRICH, K. J., G. RUMRICH (1988):
Contrdumind trangport systems in the proximd rend tubule involved in the secretion of
organic anions. Am. J. Physiol. 254: 453-462

VANDEGRAFT, E.E.,C. W.HESSELTINE, O. L. SHOTWELL (1975):
Grain preservatives. Effect on aflatoxin and ochratoxin production. Cer. Chem. 52: 79-84

VAN DER MERWE, K. J., P. S. STEYN, L. FOURIE, D. B. SCOTT, J. J. THERON
(1965):

Ochratoxin A, a toxic metabolite produced by Aspergillus ochraceus. Wilhelm Naure 205:
1112-1113

VARGA, J.,K.RIGO, J. TEREN (2000):
Degradation of ochratoxin A by Aspergillus species. Int. J. of Food Microbiol. 59: 1-7

WELBORN, J.R., C. E. GROVES, S. H. WRIGHT (1998):
Peritubular trangport of ochratoxin A by single rabbit rena proximd tubulus. J. Am. Soc.
Nephrol. 9: 1973-1982



93

WILLIAMS A. G.,COLEMAN, G. S. (1992):
The rumen protozoa. New Y ork: Springer Verlag

XIAO, H.,R.R. MARQUARDT, D. ABRANSON, A. A. FROHLICH (1996):
Metabolites of ochratoxins in rat urine and in a culture of Aspergillus ochraceus Appl.

Environ. Micrbiol. 62: 648-655

XIAO, H.,R.R. MARQUARDT, A. A. FROHLICH, Y. Z. LING (1995):
Synthesis and stucture dlucidetion of analogues of ochratoxin A. J. Agric. Food Chem. 43:
524-530

XIAO, H., R. R. MARQUARDT, A. A. FROHLICH, G. D. PHILIPS, T. G. VITTI
(1991a):

Effect of hay and grain diet on the rate of hydrolyss of ochraioxin A in the rumen of sheep.
J. Anim. Sci. 69: 3706-3714

XIAO, H., R. R. MARQUARDT, A. A. FROHLICH, G. D. PHILIPS, T. G. VITTI
(1991b):

Effect of hay and grain diet on the biocavailability of ochratoxin A in the rumen of sheep. J.
Anim. &ai. 69: 3715-3723

ZINGERLE, M., S. SILBERNAGL, M. GEKLE (1996):
Reabsorption of the nephrotoxin Ochratoxin A dong the rat nephron in vivo. J. Parmacol.
And Experim. Therap. 280: 220-224



L ebendauf

Per sbnliche Angaben:

Name:
geboren am:
in
Familienstand:
28.12.1997
21.02.2001

Schulausbildung:

1981 — 1985
1985 - 1994

Zivildiendt:
10/1994 — 10/1995

Studium:
10/1995 — 10/2000

Praktikum:
6/1998 — 12/1998

Berufstatigkeit:
10/2000 — 10/2003

sait 11/2003

Jan Peter Rolfs

12.08.1974

Kiel

verharatet mit Claudia Rolfs, geb. Harms
Geburt von Josephine Rolfs

Geburt von Lenny Fabian Rolfs

Grundschule Kirchbarkau
Gymnasum Max-Plank-Schule Kid
Abschluss mit Abitur

Umwedtschutzamt Kidl

Studium der Agrarwissenschaften, Fachrichtung Tierproduktion,
an der Chrigtian+Albrechts-Universitét Kidl
Abschluss: DiplomAgraringenieur

landwirtschaftliches  Praktikum  (Milchvien und Ackerbau) in Pogfeld,
Schleswig Holgtein

Wissenscheftlicher Mitarbeiter  am  Inditut  fir
Stoffwechsdphysiologie der Chrigtiant Albrechts-Universitét zu Kid
Landwirtschaftlicher Verkaufsberater der Firma Trede und von Pean

GmbH, ltzehoe

Tiererndrung  und



Danksagung

Nach Abschluss mener Dissartation mochte ich den Mitabdtern des Inditues fir
Tiererndhrung und Soffwechsdphysologie der Universtéd Kid und mener Familie ganz
herzlich fur die freundliche Unterstiitzung und Hilfe danken. Ein ganz heZlicher Dank geht
an die Deutsche Forschungsgemeinschaft fir die Forderung der Agrarwissenschaften und fir
die Finanzierung des Forschungsprojektes (SU 124/5-1, SU 124/5-2).

Mein ganz besonderer Dank gilt:

Hern Prof. Dr. S. Wolffram fir die freundliche Aufnehme in sener Arbeitsgruppe, die
Uberlassung des Themas und die zahlreichen fachlichen Anregungen, Hilfestelungen und

prégenden Diskussonen und fir die Forderung meiner Arbelt;

Herrn Prof. Dr. K.-H. Sidekum fir die freundliche Aufnahme am Inditut, die vidfdtige
Unterstiitzung in der Versuchsdurchfihrung und der Versuchsauswertung und seine standige
Diskussons- und Hilfsbereitschaft;

Herrn Ralf Blank fur die Unterstiitzung, besonders bei der Auswertung und Andytik von OA,

Frau Anne Wesphd fir die unermidliche andytische Bestimmung von Cr-EDTA und fir die
Mithilfeim Sal,

Frau Rita Kopp und Frau Monika Paschke-Beese fUr die anaytische Besimmung der
Rohnéhrgtoffe,

Frau Wiebke Kihl, die mir im Labor und im Sdl immer zur Sate gand, sowie Clemens
Benthin und dlen Hiwis,

Frau Moebus fir ihre s8ndige Unterstiitzung, wenn die Computer wieder nicht so wollten,
Meiner Frau, meinen Kindern und meinen Eltern fir die moraische Unterstiitzung und das

unglaubige Vergandnis, wenn ich beispielsveise nachtsim Stall wieder und wieder
Kotschirzen leerte.



