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Sammanfattning

Mykotoxiner &r sekunddra metaboliter som produceras av mdgelsvampar. Deoxynivalenol
(DON) &r ett vanligt forekommande mykotoxin i spannmal. Grisar kan visa symptom pa kronisk
toxikos vid nivaer under rekommenderade maxvarden. Bra odlingsrutiner i forebyggande syfte
ar inte alltid tillrackligt for att forhindra tillvéaxten av DON.

DON tillhér gruppen trichotecener, vilka karaktariseras av en epoxigrupp pa C-12,13.
Reduktion av epoxi-gruppen har visat sig ge en metabolit med betydligt lagre toxicitet. Olika
djurarter metaboliserar DON pa olika sétt.

Ar 2009 godkindes en ny grupp av fodertillsatser i EU som omfattar ”Amnen avsedda att
minska mykotoxinkontaminationen i foder...”. Effekten av dessa preparat & omdiskuterad.
Syftet med denna litteraturstudie &r att studera effekten av toxinbindare med avseende pa DON.

Det finns tva grupper av toxinbindare; adsorberande och biotransformerande. Adsorberande
amnen har visat sig ineffektiva med avseende pa DON. Biotransformerande amnen innebér att
mikroorganismers formaga att bryta ner mykotoxiner utnyttjas. Bakterier med denna formaga
har isolerats ur vamvatska, tarmflora fran hons och ur jord. | dagslaget finns bara en
kommersiell fodertillsats som med hjalp av en bakteriekultur metaboliserar DON innan det
absorberas i tunntarmen. Studier dér produkten har testats visar pa motsagelsefulla resultat, men
inget forsdk har med hog sakerhet kunna visa att produkten har effekt.

Abstract

Mycotoxins are secondary metabolites that are produced by filamentous fungi. Deoxynivalenol
(DON) is a toxin that is frequently detected in cereal crops. Pigs can show symptoms of chronic
toxicosis at levels below maximum recommendations. Strategies for prevention in the field are
important, but contamination cannot be fully avoided.

DON belongs to the group trichothecenes, which are characterized by an epoxy ring at C-12,13.
Reduction of the epoxy ring gives a metabolite that is considerably less toxic. Different species
metabolize DON in different ways.

In 2009, a new group of technological feed additives was officially allowed in the EU, that is
defined ”Substances for reduction of the contamination of feed by mycotoxins...”. The efficacy
of these products has often been questioned. The purpose of this literature study is to examine
the effect of toxin binders regarding DON.

There are two main categories of mycotoxin-detoxifying agents; adsorbing and
biotransforming. Adsorbing agents have proven to be inefficient as to adsorbing DON.
Biotransforming agents are using microbes’ ability to degrade mycotoxins in to non-toxic
metabolites. Bacterial strains with this ability have been isolated from rumen fluid, chicken
digesta and farmland soils. Currently, there is only one commercial feed additive on the market
that claims to degrade DON by enzymatic reduction of the epoxy-group. Results of trials in
order to evaluate the product has been contradictory, but no study with high credibility has been
able to prove its efficacy.



1 Introduktion

Mykotoxiner dr sekunddra metaboliter som produceras av mdgelsvampar. De vanligaste
sldktena som producerar toxiner i foder & Fusarium, Aspergillus och Penicillium och de
kategoriseras ofta som falt- eller lagringsflora, beroende pa var de vanligast forekommer
(Santin, 2005). Fusarium &r det slakte som dominerar i faltfloran och de olika arterna
producerar bland annat toxinerna trichotecener, fumonisiner och zearalenon (Marin et al.,
2013). Trichotecener &r i sin tur en grupp toxiner som kan orsaka stora ekonomiska forluster
och paverka djurvalfarden negativt i tempererade omraden jorden runt. Forekomsten av
trichotecener tenderar att Oka i varlden, vilket delvis kan forklaras av pagaende
klimatforandringar (Chakraborty & Newton, 2011).

Deoxynivalenol (DON) ar den vanligaste trichotecenen som férekommer i spannmal
(Karlovsky, 2011) och grisar ar det djurslag som ar kénsligast (Eriksen & Pettersson, 2004).
Symptom vid akut forgiftning ar krakningar och inflammation i mag- och tarmkanalen, medan
kronisk toxikos vid en langre tids exponering av lagre koncentrationer yttrar sig mer diffust
genom minskat foderintag och tillvéaxt, samt immunosuppression (Pestka, 2007).

| en omfattande internationell undersokning patraffades DON i 65% av alla spannmalsprover
som analyserades (Rodrigues & Naehrer, 2012). Generellt sett & mykotoxiner ett storre
problem i lander med ett varmare klimat, men dven i Sverige férekommer problematiska
angrepp av Fusarium spp. Mellan ar 2011 och 2012 patraffades DON i 89% av alla prover fran
halm och spannmal i Sverige (Nordkvist & Haggblom, 2014).

EU har faststallt rekommenderade riktvarden for DON i foder (EC, 2006). Halten DON i
spannmal som foderrdvara bor inte Gverstiga 8 mg/kg och tillskottsfoder eller helfoder till gris
bor inte innehalla mer an 0,9 mg/kg. DON ackumuleras inte i vavnader, och innebéar darfor inte
nagon livsmedelsrisk via djurfoder (EFSA, 2009), men kan orsaka forsamrad djurvélfard och
stora ekonomiska forluster om foder maste kasseras eller grisarna far en samre tillvaxt av det
kontaminerade fodret.

Ar 2009 antogs en forordning av Europeiska Kommissionen, i vilken det godkandes en ny
funktionell grupp av fodertillsatser (EC, 2009). Denna grupp omfattar ”Amnen avsedda att
minska mykotoxinkontaminationen i foder: &mnen som kan hindra eller minska absorptionen
av mykotoxiner, frimja utsondringen av mykotoxiner eller dndra deras verkningssétt”.

Syftet med denna litteraturstudie &r att studera effekten av toxinbindare i foder, med avseende
pa upptag och metabolism av DON.

2 Trichotecener

Trichothecener &r en grupp mykotoxiner som produceras av Fusarium-arterna. Dessa ar
cykliska seskviterpener med en liknande kemisk struktur och karaktériseras av en
dubbelbindning vid C-9,10, en epoxi-ring vid C-12,13 och olika antal acetyl- och
hydroxylgrupper pa olika positioner (Savard & Blackwell, 1997).



Manga Fusarium spp. kan producera flera olika mykotoxiner (Kabak et al., 2006). Detta gor att
kontaminerade grodor ofta innehaller flera toxiner (Cano-Sancho et al., 2010), vilket kan ha
additiva toxikologiska effekter (EFSA, 2009).

De trichotecener som &r av storst intresse inom EU nar det galler fodersakerhet ar T-2, HT-2,
nivalenol (NIV) och DON (EU SCAN, 2003). Toxiciteten varierar beroende pa de olika
funktionella grupperna (Zhou et al., 2008), och framfor allt epoxigruppen har visat sig vara av
stor betydelse. Reduktion av epoxigruppen pa DON (Figur 1) ger en metabolit med avsevart
mycket lagre toxicitet (Eriksen et al., 2004).
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Figur 1. Molekylar struktur av deoxynivalenol (DON) och metaboliten de-epoxi-deoxynivalenol
(DOM-1).

Aven den funktionella gruppen pa C-3 har stor paverkan (Karlovsky, 2011). Nr trichotecener
syntetiseras acetyleras C-3 tillfalligt for att inte mégelsvampen ska ta skada. DON
férekommer ofta tillsammans med derivaten 3-acetyldeoxynivalenol (3-AcDON) och 15-
acetyldeoxynivalenol (15-AcDON), vilka har en acetylgrupp pa C-3 respektive C-15 (Zhou et
al., 2008). Vid forsok pa fibroblaster (bindvavsceller) fran moss visade sig 3-AcDON vara
mindre toxisk &n DON, medan 15-AcDON var likvardig DON (Eriksen et al., 2004). Andra
studier har visat att aven en ketongrupp pa C-3 verkar ha en lagre immunosuppressiv effekt
(Shima et al., 1997).

2.1 Metabolism av DON

Kroppens celler anvander sig av olika enzymatiska system for att metabolisera toxiska
substanser (Lidman, 2008). Processen, som framforallt sker i hepatocyterna (levercellerna),
brukar delas in i tva faser, dar fas 1 bildar en konjugerbar grupp, till vilken ett hydrofilt &mne
kopplas pa i fas 2. De bada faserna leder till att substratets polaritet 6kar och darmed kan
utsondras, vilket vanligtvis sker via levern och njurarna. En konjugerad grupp kan till exempel
vara glukoronsyra. Metaboliter av DON med konjugerade glukoronider hittas i galla och serum
hos djur som &tit DON-kontaminerat foder (Gareis et al., 1987; Eriksen et al., 2003). Denna
metabolism &r dock densamma hos alla arter (Williams,1959). Trots detta dr grisar mest



kéansliga for DON, medan bade hons och kor &r relativt toleranta (Prelusky et al., 1994). Grisar
kan visa symptom pa toxikos vid 1-2 mg/kg i foder, medan idisslare har visat sig tolerera doser
pa 20 mg/kg utan att visa symptom (Pestka, 2007). Detta tyder pa andra artspecifika skillnader
i nedbrytningen av DON f6re utsondring.

Den framsta metaboliten av DON som patraffas i track och urin hos idisslare och hons &r de-
epoxi DON (DOM-1) (Yoshizawa et al., 1983), medan det hos grisar ar konjugerade
metaboliter (Eriksen et al., 2003). Mikroorganismer med formagan att de-epoxidera DON har
patraffats i tarmfloran hos hons (He et al., 1992; Young et al., 2007) och i vammen hos kor
(King et al., 1984), vilket antas forklara den olika k&nsligheten mellan arterna.

2.2 Toxicitet

DON absorberas mycket snabbt i tunntarmen via passiv diffusion (Pestka, 2007). Intracellulart
binder DON till ribosomerna, vilket orsakar en “ribotoxisk stressrespons”. Det innebdr att
proteinsyntesen inhiberas och MAP-kinaser aktiveras (Pestka, 2007). MAP-kinaser paverkar
olika transkriptionsfaktorer som i sin tur reglerar processer som till exempel apoptos,
celldiffentiering (Cobb, 1999) och produktionen av cytokiner i lymfocyter som reglerar
immunforsvaret (Yang et al., 2000).

Epitelet i tunntarmen fungerar som en skyddande barriar mot skadliga organismer genom sma
proteinkomplex i cellmembranet, sa kallade tight-junctions, som haller ihop enterocyterna
(Payros et al., 2016). Aktiveringen av MAP-kinaser hammar syntesen av dessa proteiner, vilket
Okar genomslappligheten av patogener (Pinton & Osvald, 2014). Detta, i kombination med en
forsamrad immunforsvarsreaktion, medfor en forhdjd infektionskanslighet (Payros et al.,
2016).

En 6kad apoptos och minskad celldifferentiering av enterocyter minskar dessutom hojden pa
villi i tunntarmen (Pinton & Osvald, 2014). Det ger en minskad absorptionsyta och férsamrar
naringsupptaget och darmed ocksa tillvéxten.

DON orsakar alltsa histologiska forandringar i tunntarmen och har en immunosuppressiv effekt.

3 Toxinbindare
3.1 Bakgrund

Bra odlingsrutiner i forebyggande syfte ar viktigt for att reducera tillvéxten av mégelsvampar
(Awad et al., 2010). Riktlinjer for en séker foder- och livsmedelsproduktion finns beskrivna i
Codex Alimentarius och Europakommissionens rekommendationer (EC, 2006). Dock finns en
naturlig begransning i hur mycket det gar att paverka angrepp av mogelsvampar ute i falt,
eftersom klimatfaktorer som vattenaktivitet och temperatur inte gar att kontrollera (Awad et al.,
2010).



En strategi for att detoxifiera kontaminerat foder ar att separera det mekaniskt (Awad et al.,
2010). Det innebar till exempel att fodret sorteras med hjalp av olika densitet hos angripna och
friska kérnor, eller att det tvattas med vatten under tryck eller i olika organiska I6sningsmedel.
Aven metoder dar fodret behandlas med olika kemikalier har testats. Dessa metoder kan vara
effektiva, men har som nackdel att de ofta &r kostsamma och kan vara praktiskt svara att utfora
pa den egna garden. Det kan dessutom paverka naringsvardet negativt och bildar skadliga
restprodukter. | EU &r det inte tillatet att anvanda kemikalier for att detoxifiera spannmal som
innehaller toxinnivaer som éverskrider gransvardena (Kolosova & Stroka, 2011).

Toxinbindare ar en godkand grupp tillsatser vars syfte ar att minska toxiciteten av det
kontaminerade fodret i mag- och tarmkanalen. Dessa tillsatser innebar inte att foder dar halten
mykotoxiner dverstiger de rekommenderade gransvardena far anvandas (Kolosova & Stroka,
2011). Daremot &r det vanligt att DON patraffas i nivaer under de rekommenderade nivaerna
och grisar har visat symptom pa toxikos redan vid 1 mg/kg (Déanicke et al., 2001). Detta ger ett
utrymme for fodertillsatser som kan forbéattra kvaliteten pa fodret.

Beroende pa tillsatsmedlens funktion kan de delas in i tva huvudgruppergrupper; adsorberande
eller biotransformerande (EFSA, 2009). De omnamns dock ofta som “toxinbindare”, trots att
de fungerar pa olika satt (Kolosova & Stroka, 2011).

3.2 Adsorberande

Principen med adsorberande toxinbindare ar att interaktioner som elektrostatiska krafter,
vatebindningar, och van der Waal-krafter skapar bindningar mellan toxinet och det
adsorberande materialet (EFSA, 2009). Detta gor att till exempel form, struktur och total yta
hos bade toxinet och det adsorberande amnet paverkar styrkan och stabiliteten i interaktionen.
(Zhu et al., 2015). Bindningarna mellan toxinet och materialet maste vara tillrackligt stabila for
att kunna passera genom mag- och tarmkanalen utan att dissociera (Jard et al., 2011).

Manga av de adsorberande dmnena som har undersokts ar oorganiska leror av kiseldioxid-
mineraler, men &ven organiskt material anvands som toxinbindare. Jastcellvaggar och avdddade
mjolksyrabakterier har visat sig kunna adsorbera manga mykotoxiner, inklusive DON, in vitro
(El-Nezami et al., 2002; Yiannikouris et al., 2004). Toxinet binder till de polysackarider,
proteiner och lipider som bygger upp cellvdggarna (Zhu et al., 2015). Organiska toxinbindare
anvands ofta i kommersiella preparat (Jard et al., 2011). Vid forsok nar dessa har undersokts in
vivo, eller in vitro i modeller som simulerar gastrointestinala forhallanden, har de dock inte
adsorberat DON effektivt (Kolosova & Stroka, 2012; Avantaggiato et al., 2004; Doll et al.,
2004).

Ett &mne som generellt sett &r ett effektivt adsorberande material &r aktivt kol (Jard et al., 2011).
Det bildas vid forbranning av kolféreningar och har en porés struktur med en stor
adsorptionsyta. Aktivt kol kan paverka biotillgangligheten av DON (Avantaggiato et al., 2004),
men verkar inte forhindra mykotoxikos in vivo (Avantaggiato et al., 2005).



DON har en lag polaritet och en “bulkig” struktur i och med epoxi-gruppen, och har darfor svart
att binda till adsorbenter (EFSA, 2009).

3.3 Biotransformerande

Biotransformerande preparat utnyttjar mikroorganismers formaga att modifiera kemiska
grupper, vilken bildar metaboliter med l&gre toxicitet. (EFSA, 2009)

3.3.1 Bakterier

Den fermentation som sker av mikrober i vammen ger ett visst skydd mot skadliga &mnen och
idisslare har visat sig vara relativt okansliga mot DON (Prelusky et al., 1994). Detta fick King
et al. (1984) att inkubera DON i vamvatska in vitro, vilket resulterade i att 100% av all DON,
vid en koncentration pa 10 mg/kg, hade omvandlats till en de-epoxiderad metabolit efter 24 h.
De-epoxideringen sker i mag- och tarmkanalen dar mikroorganismer med ett specifikt
epoxidreduktas transformerar DON till ett &mne med en dienstruktur istallet for en epoxigrupp
(dvs ett omattat dubbelbundet kolvéte istéllet for ett cykliskt bundet syre) (King et al., 1984).
Ungefar samtidigt isolerade aven Yoshizawa et al. (1983) samma amne i track och urin fran
rattor och den doptes till DOM-1. Sedan dess har olika miljoer screenats efter mikrober med
formagan att de-epoxidera DON.

De mikrober som har visat sig kunna transformera DON till olika metaboliter in vitro
harstammar fran olika miljoer dar DON regelbundet forekommer (e.g. He et al., 1992). Orsaken
antas vara att DON skapar ett selektivt tryck, dar mikrober med anlag for resistens eller
formagan att kunna utnyttja kolet i DON som energikalla gynnas (Zhu et al., 2016). Detta kan
vara forklaringen till att tarmfloran hos vissa grisar har visat pa biotransformerande aktivitet
(Eriksen et al., 2002), medan det i andra forsok inte har observerats nagon omvandling alls (He
et al., 1992). Aven stora variationer mellan individer av kycklingar forekommer (He et al.,
1992).

Det har ocksa konstaterats att mangden DON som metaboliseras in vitro paverkas bade av
koncentrationen toxin och inkubationstiden. Vid 100 mg DON/kg omvandlades 37% pa 24 h i
vamvatska, jamfort med 100% transformation pa 24 h vid en koncentration pa 10 mg DON/kg
(King et al., 1984). He et al. (1992) uppmatte att 35% DON metaboliserades i vamvétska pa 96
h dar koncentrationen var 1000 mg DON/kg. En forklaring kan vara att de essentiella
néaringsémnena i odlingsmediet forbrukats av mikroberna. (He et al., 1992). Vissa bakterier
anvéander sig enbart av kolet i DON som energikélla, medan andra kraver en berikad
odlingsmiljo (He et al., 2016). En annan miljofaktor som kraftigt paverkar bakteriernas aktivitet
ar pH-vardet (He et al., 1992). Vid pH 5,2 inhiberades bakteriernas metabolism och ingen DON
omvandlades. Mellan pH 5,72-6,91 omvandlades daremot 90-98%.

Binder et al. (1997) var forst med att lyckas isolera en enskild bakteristam med de-
epoxidasproduktion. Den harstammade ur vammen pa en ko och tillhor slaktet Eubacterium,
vilka &r grampositiva, anaeroba och icke sporulerande stavformiga bakterier. Denna bakterie,
Eubacterium DSM 11798, &r i dagsldget den enda mikroorganism som anvands kommersiellt



for att detoxifiera foder. Den marknadsfors under namnet Biomin BBSH 797 (EFSA,2005) och
behandlas forst genom frystorkning och sedan genom att omkapslas av olika amnen for att
bevaras i en anaerob miljo och dessutom klara av den sura miljon i magsacken (Kolosova &
Stroka, 2011). Aven andra bakteriestammar har isolerats; Bacillus sp. LS100 och Bacillus SS3,
vilka harstammar fran hons, har visat sig de-epoxidera DON effektivt (Young et al., 2007; Yu
etal., 2010).

Gensekvensering av Bacillus LS100 visade att den till 99% delade arvsmassa med Bacillus
arbutinivorans (Yu et al., 2010). Denna bakterie ar en aerob art som férekommer i jorden,
medan anaeroba Bacillus-arter ofta ar patogena opportunister och ingar i normalfloran i
kroppens slemhinnor (Karlovsky, 2011). De biotransformerande bakterier som har isolerats ur
vam och tarminnehall har reducerat epoxi-gruppen under anaeroba forhallanden, men det har
spekulerats i att LS100 kan vara en fakultativ anaerob bakterie, med tanke pa dess genetiska
likhet med B. arbutinivorans (Karlovsky, 2011).

Nér DON har inkuberats in vitro tillsammans med andra trichotecener, inklusive derivaten 3-
AcDON och 15-AcDON, har det visat sig att bada stammarna BBSH och LS100 har
deacetylerat molekylerna i forsta hand (Young et al., 2007; Fuchs et al., 2002). Bacillus sp.
LS100 (Young et al., 2007) de-epoxiderade DON till DOM-1, men den priméara
transformationen av 3-AcDON var de-acetylering och en mkt liten del de-epoxiderades vidare
(~6%). Daremot bade de-acetylerades och de-epoxiderades det mesta av 15-AcDON (~90%).
Aven Fuchs et al. (2002) utférde in-vitro forsok med BBSH 797 och visade att mikrobiell
transformation av trichotecener kan resultera i olika metaboliter beroende pa derivatens
kemiska struktur.

DON ar naturligt forekommande pa manga falt men ackumuleras inte i marken, trots att det &r
en kemiskt stabil molekyl (V6lKl et al., 2004). Det har darfor antagits att &ven mikroorganismer
i jorden kan bryta ner DON och det har screenats efter mikrober med denna férmaga fran olika
geografiska omraden (Shima et al., 1997; V6Kl et al., 2004; Sato et al., 2012; He et al., 2016).
De bakterier som har isolerats hittills tillhdr slaktena Nocardioides och Devosia (Sato et al.,
2012). En stor skillnad jamfort med de tidigare isolerade arterna &r att dessa ar aeroba bakterier.
De reducerar inte epoxi-gruppen, utan bildar istallet metaboliterna 3-keto-DON och 3-epi-
DON. Det innebér att OH-gruppen pa C-3 forst oxideras till en ketongrupp, vilken sedan kan
reduceras till en OH-grupp igen, och darmed bilda 3-epi-DON. Skillnaden mellan DON och 3-
epi-DON ér att 3-epi-DON é&r en stereoisomer till DON (Figur 2).

H
1%
H,c\ 10 5 ’ "
B 5 oH
3

(0]
|
i

DON 3-keto-DON 3-epi-DON

Figur 2. Transformation av DON till 3-epi-DON, genom 3-keto-DON.



Toxiciteten hos 3-keto-DON och 3-epi-DON har visat sig vara avsevart mycket lagre jamfort
med DON (He et al., 2015) In vitro-forsok visade att DNA-syntesen inte inhiberades pa samma
satt som av DON. ICso! var 357 ganger hogre, jamfort med DON, nar DNA-syntesen mattes i
fibroblaster fran moss. Aven in vivo-forsok pd moss bekraftade en lagre toxicitet, da inga
histologiska forandringar eller paverkan pa kroppsvikt eller blodprover syntes (He et al., 2015).
En hypotes ar att den isomera strukturen hindrar 3-epi-DON fran att binda in till ribosomen (He
etal., 2016).

Det ar dock inte alla bakterier som utfor bada stegen i epimeriseringen (Hassan et al., 2017).
Vissa stammar kan enbart reducera 3-keto-DON till 3-epi-DON. Det antas darfor att det ar en
enzymatisk tva-stegsprocess. Det finns dock en isolerad stam, Devosia mutans, som omvandlar
DON till 3-epi-DON via 3-keto-DON. Exakt vilka enzym som &r inblandade &r &nnu okant.

3.3.2 In vivo med mikrobiellt detoxifierat foder

In vivo-studier med utfodring av mikrobiellt detoxifierat foder har visat pa positiva effekter (He
etal., 1993; Lietal., 2011). | ett forsok blandades DON kontaminerad majs med tarmflora fran
hons (férhallande 1:1) (He et al., 1993). Efter fermentation i 37°C under 96 h, uppmattes halten
DON till 2,5 mg/kg, vilket innebar att det minskat med 50%. Béade foderintag och tillvéxt var
hogre (19% resp. 54%) hos de kultingar som utfodrades med det mikrobiellt fermenterade
fodret, jamfort med gruppen som fick kontaminerat foder (5 mg/kg). | forsdket anvandes aven
en kontrollgrupp dér rent foder blandades med tarmflora, och det var ingen skillnad jamfort
med gruppen som enbart fick rent foder.

Ett liknande forsok med Bacillus sp. LS100, isolerad fran hons, visade pa en tydligt forsamrad
viktokning och foderintag hos kultingar som utfodrades med kontaminerat foder (5 mg/kg)
jamfort med kultingar som fick mikrobiellt behandlat foder dar all DON omvandlats till DOM-
1 (Li et al., 2011). En analys av det kontaminerade fodret visade att det enbart var fororenat
med DON (det fanns alltsa inga derivat av DON i fodret) och efter fermentation i 37°C under
72 h hade 100% omvandlats till DOM-1. Foderintag och viktokning lag 45% resp. 82% hogre
hos kultingarna som at det detoxifierade fodret jamfort med kultingarna som fick kontaminerat
foder, vilket inte skilde sig signifikant mot kontrollgrupperna som fick rent foder eller foder
med enbart mikrober (fritt frin DON). | detta forsok togs dven blodprover, dér en 6kning i urea,
minskning i GLDH (glutamatdehydrogenas) och inga konjugerade bilirubiner (jJamfort med rent
foder dar konjugerade bilirubiner forekom) dock tydde pa en férandrad proteinmetabolism och
eventuell leverpaverkan. Ovriga serum-metaboliter var dock oférandrade.

1 1Cso = Inhibitory Concentration, 50% (Den koncentration da celltillvéxten in vitro &r 50%)
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3.3.3 BBSH 797 - en kommersiell produkt

Resultaten av in vivo-studier dar djuren har utfodrats med ett kontaminerat foder, samtidigt som
de fatt ett tillskott av en DON-fermenterande bakteriekultur, Eubacterium sp. DSM 11798
(BBSH 797), har varit motsagelsefulla. Petr Karlovsky (2011) skriver i en litteraturstudie om
ett forsok pa grisar som har visat pa positiva effekter av tillsatsen BBSH 797, bade vad galler
tillvaxt och histologiska forandringar, men papekar samtidigt att den studien ar utford av en
forskargrupp som &r associerad till féretaget som tillverkar produkten.

Aven forsok av oberoende parter stoder antagandet att produkten kan ha effekt. Nar hons
utfodrades med ett foder som var kontaminerat med DON (10 mg/kg) samtidigt som de gavs
BBSH 797 (2,5 x 108 CFU/kg) marktes ingen signifikant skillnad i foderintag eller tillvaxt
jamfort med kontrollgrupperna (Awad et al., 2006). Dock skilde sig inte kontrollgrupperna
(med eller utan DON) at heller. Hons har visat sig relativt toleranta mot DON och 10 mg/kg har
inte alltid orsakat toxikos (Pestka, 2007). Daremot syntes vissa olikheter vid dissektion. De
hons som fatt en diet med DON tillsammans med BBSH 797 hade normala villi, till skillnad
mot de som enbart fick DON i fodret. Resultatet kan alltsa tolkas som att ett tillskott av BBSH
797 inte paverkade prestationen ur ett kortsiktigt perspektiv, men att det antagligen paverkade
tarmepitelet positivt, da villi var jamforbara med kontrollgruppen som fick ett rent foder.

EFSA (2005) utvarderade BBSH 797 med fokus pa eventuella risker med produkten, men det
utfordes aven in vivo-forsok dar foderomvandlingsformagan (viktokning i forhallande till
foderintag) mattes. BBSH 797 gavs i olika doser, allt fran rekommenderad giva till 11 ggr den
rekommenderade givan, och det gavs bade till grisar som fick DON-kontaminerat foder och till
kontrollgrupper som fick rent foder. Tarmfloran undersoktes for att se om Eubacterium DSM
11798 etablerade sig och i sa fall pdverkade sammansattningen bakterier i mag-och
tarmkanalen. Inget forsok visade nagon paverkan pa fordelningen av olika mikroorganismer,
oavsett mangden som givits. Grisarna, var indelade i fem grupper. Foderomvandlingsformagan
var signifikant hogre hos tva av tre grupper med kultingar. | bada grupperna med tillvaxtgrisar
syntes en trend att ju hogre giva av BBSH 797, desto battre foderomvandlingsformaga, men det
var ingen signifikant skillnad. Det naturligt kontaminerade fodret innehdll 1-2,6 mg
trichotecener/kg.

Andra studier &r inte forenliga med ovanstaende resultat. Bade in vitro- och in vivo-forsok har
kommit till slutsatsen att Mycofix+ (en kommersiell produkt som innehaller BBSH 797) inte
har nagon effekt pa varken férmagan att metabolisera DON eller paverka tillvaxten (Dénicke
et al., 2004; Doll et al., 2004; Avantaggiato et al., 2004). Vid ~2,6 mg DON/Kg till grisar under
en langre period, fran ca 23 kg till slaktmognad, var viktuppgangen ca 10% samre bade hos
gruppen som fick DON och den grupp som fick DON med fodertillsatsen Mycofix+ (Danicke
et al., 2004). Vid blodprov var det ingen skillnad i koncentrationen DON i serum och det var
inte heller nagon skillnad i mangden DON som utsondrades via urin, jamfort med gruppen som
fick enbart DON. Nér produkten testades in vitro, i ett forsok som tog hansyn till pH, temperatur
och tid for att simulera verkliga forhallanden i mag- och tarmkanalen, minskade halten DON
med enbart 1% (Doll et al., 2004). Avantaggiato et al. (2004) testade samma produkt i ett
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dynamiskt in vitro-system, gjort for att efterlikna miljon i mag- och tarmkanalen. DON
minskade med ca 9%, bade vid en koncentration pa 2 mg/kg och 10 mg/kg.

4 Diskussion

Preventiva metoder &r inte alltid tillrackligt for att undvika angrepp av mogelsvampar. Det
tillvagagangssatt som foredras inom EU ar mekanisk sortering dar kontaminerat och rent foder
separeras (Kolosova & Stroka, 2011). Det ar dock inte ovanligt att spannmal innehaller laga
nivaer av mykotoxiner, under rekommenderade maxvérden, och anvandandet av toxinbindande
preparat 0kar i Europa (EFSA, 2009).

Adsorberande mineraldamnen och leror har visat sig vara ineffektiva vad géller att adsorbera
DON. Daremot har organiska material visat sig binda DON i relativt hdg utstrackning i in vitro-
forsok (EI-Nezami et al., 2002), men det har inte bekraftats i in vivo-forsok med kommersiella
produkter (Avantaggiato et al., 2004; Doll et al., 2004; Kolosova & Stroka, 2012). Samtliga av
de tre studierna visade att kommersiella preparat i syfte att adsorbera Fusarium-toxiner var
ineffektiva. Det enda material som verkar binda till DON i hdgre utstrackning ar aktivt kol
(Avantaggiato et al., 2004). Det &r dock inte mdjligt att blanda in aktivt kol i fodret under nagon
langre period, eftersom det &r ett ospecifikt adsorberande dmne, vilket innebar att det &ven
binder till mikronaringsamnen och paverkar fodrets naringsvarde.

Det ar ingen tvekan om att vissa mikroorganismer kan metabolisera DON effektivt, vilket
Oppnar for mojligheter att anvanda denna process for att behandla kontaminerat foder. En
forutsattning ar dock att de metaboliter som bildas har avsevért mycket lagre toxicitet (EFSA,
2009). Néar ren DON behandlades med Bacillus sp. LS100 omvandlades 100% till DOM-1 (Li
et al., 2011). Nar daremot foder kontaminerat med olika trichotecener, vilket ar ett vanligt
scenario i verkligheten, fermenterades med Eubacterium sp. DSM 11798 de-acetylerades vissa
derivat medan andra de-epoxiderades, vilket skapade en blandning av olika metaboliter (Fuchs
etal., 2002). En forklaring till detta kan vara att naringsamnena hade forbrukats i odlingsmiljon,
men det visar dnda att det ar svart att forutsaga resultatet av biotransformation i en naturlig
miljo och det anses viktigt att utvardera detta in vivo (Li et al., 2011). Dock har det varit en
signifikant skillnad i foderintag och tillvéxt, jamfort med obehandlat foder i in vivo-forsok med
mikrobiellt behandlat foder, vilket tyder pa att metaboliterna dnda har en lagre toxicitet (He et
al., 1993; Li et al., 2011).

Det ar manga svarigheter som maste dverkommas for att en fodertillsats ska ha effekt nar den
ges tillsammans med ett kontaminerat foder, med tanke pa att mag- och tarmkanalen ar en
komplex miljo och bakterierna maste metabolisera DON innan det absorberas i tunntarmen.
Eubacterium sp. DSM 11798, som har isolerats ur vammen, &r strikt anaerob vilket komplicerar
tillverkningsprocessen och hanteringen av den kommersiella produkten. Det ar omdiskuterat
huruvida BBSH 797 har nagon positiv effekt eller inte. Nar EFSA utvarderade produkten sag
de enbart en signifikant skillnad i 2 av 5 forsdksgrupper (EFSA, 2005). Bacillus LS100 ar
daremot till 99% genetiskt lik en fakultativ bakterieart. Skulle det visa sig att LS100 &r
fakultativt anaerob, innebar det sannolikt att den kan utvecklas till en produkt med storre chans
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att dverleva fodertillverkningen. Daremot ar det fortfarande en utmaning att fa bakterierna att
passera magsacken utan att ta skada av den sura miljon. LS100 harstammar fran en mer neutral
miljo i tarmen, och ingen aktivitet marktes hos LS100 vid pH 5,2 (He et al., 1992). Dessutom
maste DON metaboliseras pa mycket kort tid, eftersom det absorberas snabbt i tunntarmen.
Tiden for fermentation har haft stor betydelse i manga forsék dar andelen DON som
metaboliseras dver ett dygn har matts (King et al., 1984; He et al.,1992). Ett realistiskt
tidsperspektiv for att inte DON ska hinna absorberas &r snarare 30 min (Pestka, 2007).

EFSA (2009) har framfort kritik mot att forsoksupplaggen vid studier av toxinbindare ar
bristfalliga och att det finns behov av standardiserade metoder. Det ar svart att jamfora olika
forsok och deras resultat nar bade upplagg och de parametrar som studeras varierar. Med tanke
pa att resultatet paverkas av manga faktorer som koncentration, tid, temperatur och pH, ar det
nddvandigt att utfora forsok dar man tydligt kan se linjara samband mellan koncentration och
respons. | manga forsok har toxinkoncentrationer langt 6ver de naturligt férekommande
anvants. Det kan vara en anvandbar strategi for att screena efter bakterier med hog férmaga att
metabolisera DON (Kolosova & Stroka, 2011), men speglar inte resultatet under naturliga
forhallanden.

Vid in vivo-forsok har ofta ospecifika parametrar jamforts, som foderintag, kroppsvikt,
histologiska férandringar i tunntarmen, vikt av olika organ eller nivaer av olika proteiner i
serum (e.g. He et al., 1993; EFSA, 2005; Li et al., 2011; Awad et al., 2006). Enligt EFSA
(2009) bor det &ven inkluderas toxikokinetiska parametrar, dar hansyn tas till olika djurslags
metabolism. Hur DON absorberas och omsétts i kroppen, samt vilka metaboliter som bildas i
olika nivaer i blod, urin eller track, speglar mer specifikt hur toxinbindaren paverkar
biotillgédngligheten av toxinet. Nar Dénicke et al. (2004) matte koncentrationen DON i serum
skilde sig inte gruppen som fick Mycofix+ tillsammans med DON mot gruppen som enbart fick
DON. Det var inte heller nagon skillnad i koncentrationen DON som utséndrades via urin. Detta
tyder pa att DON har absorberats i tunntarmen, transporteras via blodbanan och utséndrats
genom njurarna i samma utstrackning oavsett tillskott av BBSH 797 eller inte., Detta och kan
tolkas som att BBSH 797 inte har metaboliserat DON till DOM-1 fore absorption i tunntarmen.

En del forsok har bara haft tre grupper vid in vivo-forsok, dar en kontrollgrupp far rent foder,
en grupp far enbart DON i fodret och en grupp far DON tillsammans med en toxinbindare (e.g.
Awad et al., 2006, EFSA, 2005). Ett forslag pa att det bor inga en kontrollgrupp dar tillsatsen
ges tillsammans med rent foder har presenterats (D6ll & Danicke, 2004). Detta for att utesluta
andra effekter av bakterierna som &r oberoende av DON. Samtidigt har flera studier haft detta
forsoksupplagg och i dessa forsok har tillsatsen av bakterier inte haft ndgon paverkan jamfort
med kontrollgruppen som enbart fatt rent foder (e.g. He et al., 1993; Li et al., 2011).

Trots manga skal till skepsis finns det dnda vissa argument som vacker intresse for framtiden.
Att aeroba bakterier har isolerats skulle kunna 6ppna for helt nya mojligheter, om foder kan
behandlas fore utfodring, men utan att fermenteras. Det innebar ocksa att effekten ar lattare att
mata, nar de komplexa forhallandena i mag- och tarmkanalen inte paverkar resultatet. Daremot
behovs vidare forskning dar toxiciteten hos 3-epi-DON utvarderas.
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Att anvanda mikroorganismers naturliga formaga att metabolisera toxiner har fordelar med
tanke pa att det ar en specifik reaktion som inte paverkar naringsvardet i fodret eller bildar nagra
skadliga biprodukter som ackumuleras i miljon. Risken finns dock att godkanda preparat
overvarderas for sin formaga att sanka halten mykotoxiner, och att djur darmed utfodras med
foder av sémre kvalitet.

Syftet med den har litteraturstudien var att studera effekten av toxinbindare med avseende pa
DON. Manga in vitro-forsok har visat att mikroorganismer ar effektiva pa att bryta ner DON,
men detta har inte bekréaftats i de in vivo-forsok som utforts. Med tanke pa resultaten av de
studier som har undersokt kommersiella preparat finns stor anledning till att vara kritisk till
deras effekt som fodertillsatser.
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