
reduced need for these invasive measurements in future studies and there is more reliance on values 
determined with indirect, non-invasive methods. 

The ultimatc goal of the project is to use a feed additive solution to support gut health of grow finishing 
pigs and enable them to better cope with stress. 

We are an international animal nutrition company that develops nutritional additives and complementary 
feeds with specific modes of action. The company has the ambition to be a global leader in this field. Our 
focus area is sustainable livestock farming which for us includes reducing antibiotic use, improving animal 
health and welfare, and reducing the environmental burden of livestock production by reducing nutrient 
losses in urine and feces. The need to go for a more circular food production system could also lead to feed 
of lower quality, enhancing the need for additives that allow for better digestion. Studies are performed at 
our research centre in The Netherlands, but also at other research centres around the globe, and in 
collaboration with international academic institutes. The company has a dedicated R&D department with 
research teams for all species in scope. Each species team typically has around 10 research scientists each 
holding a PhD related to anima! or veterinary science. 

The research in our facilities will lead to a better understanding of stress and robustness of G-F pigs. The 
work will lead to peer-reviewed publications which will in turn increase the level of scientific knowledge on 
this topic. In addition, the ingredients will be tested on their effect on health and stress, leading to 
knowledge that can be translated into practical applications to increase the health and robustness of G-F 
pigs, reducing the need for antibiotics and increasing the welfare of the animals. 

Studies described in this project proposal will be performed at our research facility in The Netherlands. 
Daily care of animals, measurements, and experimental techniques are performed by competent and 
experienced personnel. Competence of personnel is controlled by the internal quality management 
system and our anima! welfare body (AWB). The company also has state-of the-art, GLP certified 
laboratory facilities with a range of assays and technologies. 

13.3 Relevance 
1What is the scientific and/or social relevance of the objectives described above? 	  
Scientifically, this proposal will provide information on the efficiency of the feed additives to improve gut 
health and lower stress, coming from on farm related sources as well as due to transportation from farm 
to slaughterhouse, thereby improving animal welfare as well as food safety due to a potential reduction 
in bacterial shedding. The results of the studies will be published in scientific journals. The previously 
developed in vitro model will be validated using the results obtained in the proposed animal experiments. 
This will ultimately increase the validity of the in vitro model as alternative for animal experiments and 
thereby reduce the number of animals needed in experiments in the future. 

'The social relevance lies in the Pact that the objective is to get healthier and more resilient grow-finishing 
pigs. This would lower the need for antibiotics use and more available possibilities to prevent diseases in 
animals. Furthermore, food safety can be improved by reducing the stress response during 
transportation, thereby reducing the shedding of foodborne pathogens that could potentially affect 
human and animal health. Moreover, the project will improve nutrient utilization which will reduce the 

lwastage of e.g. nitrogen into the environment. 

3.4 Research strategy 

13.4.1 Provide an overview of the overall design of the project (strategy). 

The coherence and timings of different parts in the project are outlined in Figure 1. The animal 
procedures that will be part of the CCD project proposal are shown in yellow and are all part of the 
development stage of the project. Studies performed during the feasibility phase are not part of the CCD 
project proposal, which is also the case for the studies that will be performed under practical conditions 
during the validation phase. The studies performed during feasibility (e.g. in vitro work and pilot study 
where saliva was sampled) had no impact on animal welfare and the results of these studies indicated  



the benefit of the feed additive blend in G-F pigs. The benefits were a more homogenous group, further 
indicated by a response in the lower bodyweight group (+10% gain on lowest 1/3 of the population), 
making this group performing more like the average.  A significant reduction in salivary cortisol was also 
observed. 	 • 
As this trial was a pilot study, it is still unclear what the ideal dosage, ideal time-of-feeding (starter, 
grower, finisher or total period) and exact mode of action is. Follow-up studies including a titration study 
and time-of-feeding trial are therefore required with more emphasis on determining MoA. Using the 
additive should lower the cortisol levels in serum, along with the creatine kinase levels, indicating a 
reduction in stress. It will also positively improve gut health on the basis of literature and internat work. 
After those studies, validation studies at commercial farms will be performed to strengthen the dossier in 
which only non-invasive measurements will be taken. These studies are required to validate the effects in 
the different regions of interest and for registration purposes. In most countries the feed additives to be 
tested are allowed to be used in feed and will therefore not require the need for an EFSA registration. 
Efficacy trials are in some countries required but the studies described here can be used for that purpose 
too. 
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3.4.2 Provide a basic outline of the different components of the project and the type(s) of animal 
procedures that will be performed. 
During the feasibility phase, a (pilot) study was performed testing 3 different dosages of the 
phytochemical and performance and carcass characteristics were determined and saliva samples for 
cortisol were taken before and after 2h of transportation to the slaughterhouse. In this experiment the 
pigs were fed a commercial diet containing the additive only for the final 35 days before slaughter. These 
results indicate that an improved homogeneity between the pigs was achieved  (10%  lower variance), 
with enhancing performance of the lower weight pigs (+10% gain),  white maintaining performance of the 
heavier pigs. This indicates an improved gut health, by an improved feed intake (+5%) and nutrient 
digestion and absorption.  Saliva cortisol levels were reduced slightly on farm, but post transportation a 
significant reduction of up to 40% in salivary cortisol was observed. This seems to indicate that the 
additive blend helps pigs that are suffering from stressors and, thereby, prevents increasing 
environmental pressure  of an inefficient digestion and utilization of nutrients. Based on these results a 
dose titration study wilt be performed, in which again performance and carcass characteristics will be 
determined. In order to  establish the MoA, which was generated based on literature and the above 
mentioned results and revolves around improving gut health and resilience to stress, an effect on gut 
health and stress needs to be determined. This can be done by measuring serum stress markers such as 
IGF-1, cortisol, APP, creatinine phosphokinase, lactate dehydrogenase, albumin and proteomics (Adewole 
et al., 2016) as well as measuring the expression of tight junction proteins in gut tissue (Smith et al., 
2011). 	- se gut 	surements must be performed on farm to be eble to 	mate the response on 
farm As the process of transportation is important in the stress experienced by G-F pigs pre- and post-
transportation (2h transport) blood samples will be taken. The stress of transportation is more 
psychological of nature and the influence on gut health on this period will be limiting. On top it is hard to 
get a proper baseline measurement of these gut samples as an animal cannot be sampled for the gut 
pre- and post-transportation. Based on these results the proper dose wilt be determined, allowing for the 
design of a study to establish the proper time-of-feeding. The additives need to be administered at the 
right time in order to get the best improvement in health, while stil) decreasing the stress response 
during transportation to reduce the chance of salmonella shedding and improve food safety. These 
different studies combined will lead to a nutritional solution applicable for testing in a commercial setting. 
3.4.3 Describe the coherente between the different components and the different steps of the project. if 
applicable, describe the milestones and selection points. 
The different phases within the project are steered by a stage-gate-process with different go/no-go 
decisions. These decision moments are indicated by stars in Figure 1.  This go/no-go decision is made in 
consultation with tolleagues in the field (i.e. does the nutritional solution fit the farmer's needs) keeping 
sustainable farming in mind. The go/no-go decision process involves a stage-gate procedure in which at 
each stage a multi-disciplinary team decides if a go or no-go decision is made. This involves alignment 
on multiple aspects, such as regulatory, marketing, scientific, customer and processing. This is, thus, not 
solely a science-based decision, but the results after each study are evaluated to assess whether it is 
feasible from a technical perspective to continue (is the hypothesis true?).  This means that after each 
study the results wilt be compared to the benchmarks stated within the project as well as this proposal, 
meaning a reduction in cortisol, an improvement in uniformity and a reduction in stress markers in serum 
such as acute phase proteins, interleukins or an increase in tight junction protein expression in the gut. 
The different phases are ideation, feasibility, development and validation. The project is currently in the 
feasibility phase, with the results of the trial that do not fall under the CCD project proposal as indicated 
in Figure 1 enabling us to go to development. For the developmental phase the studies falling under the 
CCD project proposal are positioned. Between these studies an assessment will be made based on the 
results of the study to determine if the follow-up study is required, as described above. The question of 
time-of-feeding and the titration work needs to be determined in separate studies as the facility has a 
limited number of experimental units and we require an experimental power of at least 80%. This does 
not allow us to answer both questions in a single study. 

3.4.4 List the different types of animal procedures. Use a different appendix 'description animal 
procedures' for each type of animal procedure. 

Serial number 	Type of animal_  procedure 
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Projectvoorstel 
• 3.1 Achtergrond: De achtergrond is te uitvoerig en niet 'to the point' opgeschreven, 

waardoor het niet goed te volgen is. Graag compacter en meer straight forward 
verwoorden. Zorg daarbij dat de juiste 'koppelingen' gemaakt worden. 
Achtergrond is beknopter geschreven en meer duidelijkheid is gegeven omtrent de te 
onderzoeken parameters. Het gebruik van het additief zal leiden tot een verlaging van de 
totale stress response, wat in het kort betekend dat de initiële cortisol response die 
aanwezig is verlaagd zal worden. Verder is cortisol een van de belangrijkste componenten 
van de response waar de focus op zal liggen, maar tegelijkertijd worden ook andere 
componenten zoals de acute phase proteins en de IGF-response in beeld gebracht zoals in 
de tekst beschreven. Dit is nodig om een beter beeld te krijgen van de totale response. 

• 3.1 Achtergrond: Wat is de definitie van 'gut health' en wat zijn de relevante, primaire 
parameters die u wilt gaan bepalen? 
De gebruikte definitie van gut health is gegeven, met de daarbij behorende aspecten. 
Tevens worden deze aspecten later benoemd als onderdeel van de te meten parameters. 

• 3.1 Achtergrond: U geeft in de achtergrond aan dat dit project voortborduurt op 
voorgaande pilot studies. Deze resultaten graag kort in het projectvoorstel weergeven 
en aangeven waar u in dit project op voortborduurt. 
Aangegeven zijn de effecten zoals gevonden in de pilot, waarbij voornamelijk een effect 
gezien wordt op de achterblijvers. Dit stuk is toegevoegd aan het purpose onderdeel van 
de aanvraag. Op basis van deze uitkomsten is er besloten om de focus te leggen op het in 
kaart brengen van stress en gut health, omdat achterblijvers vaak te maken hebben met 
(subklinische) problematiek 

• 3.1 Achtergrond: Wat is de definitie van de stressor vervoer? Er wordt niet ingegaan op 
het effect van laden en lossen bij dat vervoer, wat voor een soort vervoer het is en of 
dat vervoer een lange afstand betreft of niet. Graag toelichten. 
Er is een definitie gegeven van de stressor vervoer in het kader van de studies die vallen 
onder de DEC aanvraag. Dit omvat een vervoerstijd van +-2 uur. In de literatuur worden 
verschillende tijden aangehouden van vervoer en ook in de praktijk kan deze tijd erg 
afwijken. De impact van het additief zal uiteraard afhangen van de duur van het 
transport, echter is het effect bij deze vervoerstijd al aannemelijk. 

• 3.1 Achtergrond: Sommige referenties die worden aangehaald zijn al enige tijd oud. De 
DEC vraagt zich af of ze nog wel relevant zijn en waarom het RIVM niet wordt 
aangehaald als bron voor informatie over zoCmoses zoals Salmonellose? 
Oudere referenties zijn ondersteund door recentere artikelen, waaronder ook het 
onderzoek van het RIVM. 

• 3.1 Achtergrond: U refereert naar het artikel van Artuso-Ponte et al., 2015, maar de DEC 
leest daarin dat het gezamenlijke vervoer van de dieren als N=1 gezien had moeten 
worden. Graag uw visie. 
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Van de dieren die gekozen worden voor het samplen van bloed wordt op meerdere 
momenten een meting genomen. Van elk dier resulteert dit in 4 punten, waarbij er een 
sample voor behandeling genomen wordt (dag 0), halverwege (+- dag 18), voor transport 
(+- dag 34) en na transport (+- dag 34/35). Hierdoor zijn we in staat om de response van 
de bloed waardes te modelleren over tijd, voor elk individueel dier. In dit model wordt het 
"event" van transporteren in het model gemodelleerd, waardoor we een effect-waarde 
krijgen van het transporteren als event Het modeleren van de response voor transport 
geeft de response weer van het gebruik van het additief on-farm en het bekijken van de 
response na transport (met behulp van het model van on-farm) geeft het effect weer van 
de behandeling post-farm. Hierdoor is er geen sprake van N=1 omdat de response in het 
individuele dier gemodelleerd wordt. Het nemen van samples bij 10 verschillende dieren is 
dan genoeg om een representatie te krijgen van de response in die sub-populatie/ 
behandelgroep. 

• 3.2 Doel: Hoe waarschijnlijk is het dat de hypothese klopt op basis van de pilotstudie en 
de literatuur? 
Wanneer gekeken wordt naar het feit dat dieren die achterblijven met de normale groei 
het meest geholpen worden met de behandeling en dit vergeleken wordt met de response 
op stress die in de literatuur gezien wordt bij gebruik van phytochemicals is het 
aannemelijk dat de hypothese klopt. 

• 3.3 Belang: Hier schrijft u dat additieven worden gegeven om de stress te verlagen 
tijdens transport, maar ergens anders in het project staat dat het is om de dieren 
robuuster te maken. Hier moet eenduidige terminologie en doel /subdoel gebruikt 
worden. 
Het additief moet de response op stress verminderen, waarbij transport gezien kan worden 
als een vorm van stress. De terminologie is aangepast in de tekst om het eenduidiger te 
maken. 

• 3.4 Onderzoeksstrategie: U schrijft: "To obtain the complete picture of the relative 
requirements of dose and time of feeding to obtain the biggest degree of improvement 
on health and stress, follow-up studies are required". Het is de DEC niet helder wat u 
hiermee wilt zeggen. Graag toelichten. 
De tekst is aangepast naar aanleiding van deze opmerking. Momenteel is er alleen een 
pilot studie gedaan waarbij we het additief hebben toegevoegd in doseringen gebaseerd 
op in vitro werk en op basis van literatuur. Dit betekent dat de optimale dosering nog 
onduidelijk is en extra onderzoek vereist. Daarnaast is bekend van deze phytochemicals 
dat er na verloop van tijd gewenning plaatsvindt waardoor de effectiviteit van de 
additieven verminderd. Het langdurig voeren van deze additieven kan er dus toe leiden 
dat het gewenste resultaat niet bereikt wordt. Om dit duidelijk te krijgen is het van belang 
om ook de duur van het toepassen van het additief onderzocht wordt. 

• 3.4 Onderzoeksstrategie, figuur: Graag de go/no-go momenten voorafgaand aan deze 
studie benoemen; wat zijn de deze momenten, wat zijn de criteria? 
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In de tekst is verduidelijkt wat het go/no-go proces inhoudt. Hierbij is verduidelijkt dat het 
proces loopt via een multidisciplinair team, waarbij gekeken wordt of het project vanuit de 
verschillende aspecten het gewilde effect gaat hebben. Deze disciplines zijn o.a. R&D, 
marketing, productie en regulatory. Vanuit deze divisies moet een positieve respons 
gegeven worden met betrekking tot de haalbaarheid van de gestelde doelen. In het geval 
van dit project bestaat dit uit een wereldwijd toepasbaar additief om de stress in de G-F 
fase te verlagen. In dit proces is de technische kant leidend, waarbij de proeven moeten 
laten zien dat de gestelde hypothese waar zijn. Wanneer dit niet het geval is zal er geen 
go afgegeven worden voor het vervolgen van het project. 

• 3.4 Onderzoeksstrategie: U geeft aan dat het wegen geen stress oplevert. De DEC vraagt 
zich af wat voor een manier van wegen toegepast wordt; hoe wordt vermeden dat het 
wegen extra stress oplevert? 
De dieren worden gewogen buiten de pen op de gang. Hierbij wordt de gang gevuld met 
houtsnippers waarna ze vrij zijn om rond te lopen. De weegschaal staat gepositioneerd 
halverwege de gang waarbij in het verleden gemerkt is dat de varkens vrijwillig in de 
weegschaal stappen, waarna het gewicht genoteerd wordt en het dier in de 2e helft van 
de gang weer de mogelijkheid krijgt rond te lopen. Wanneer de hele pen geweest is 
worden de dieren weer teruggebracht naar hun oorspronkelijke pen. 
De dieren zijn gewend aan de handelingen vanwege het gebruik van deze dieren tijdens 
de biggen fase. 

Bijlage 1 
• A. Experimentele aanpak en primaire uitkomstparameters: U schrijft: "The studies to be 

performed are the follow-up of an already performed study". Wat zijn de resultaten van 
deze studie? Waarom gaf deze studie onvoldoende inzicht? Graag nader toelichten. 
Net  als in bovenstaande comments is extra inzicht verleend in de resultaten van de pilot 
study. 

• A. Experimentele aanpak en primaire uitkomstparameters: u wilt cortisol gaan meten in 
het bloed. Maar de bloedafname zelf zal ook stress veroorzaken bij het dier en 
waarschijnlijk ook bij de hokgenoten. Hoe voorkomt u een bias in de cortisolmetingen, 
zeker als dit een primaire uitleesparameter is? 
Om te beginnen zal het afnemen van de bloedmonsters op gelijke wijzen gebeuren in alle 
dieren, waardoor de hoeveelheid stress die ervaren wordt gelijk gaat zijn binnen de 
verschillende behandelingen (interval validity). De dieren zelf zullen afdoende verrijking 
hebben binnen het hok en tevens gewend zijn aan het feit dat onderzoekers de hokken in 
komen. Het nemen van de bloedsample zelf zal in een korte tijd gebeuren door goed 
getrainde mensen met veel ervaring waardoor de stress weinig invloed zal hebben op de 
bloed meting. Tevens wordt er naast cortisol ook naar andere factoren van stress bekeken 
zoals Creatine kinase en IGF-1. 

• B. De dieren: Wat is de effectsize die aanleiding geeft voor de powerberekening? Wat is 
de hoofdparameter waarop de effectsize berust? 
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Aangezien gevraagd wordt om zowel bloedsamples als wel digesta monsters te nemen 
worden er 2 verschillende power analyses gedaan op deze 2 bemonsteringen. De le berust 
op dry matter digestibility en een berekening voor de te euthanaseren dieren, de 2e berust 
op cortisol niveaus in bloed. In het document is dit nu verduidelijkt weergegeven. 

• I. Overige aantasting van het welzijn en maatregelen: U geeft aan dat geen gebruik 
wordt gemaakt van bedding op de vloer. Dit is echter wel de praktijksituatie. Om die 
reden verzoekt de DEC u dit nader te onderbouwen. 
Het gebruik van bedding kan ertoe leiden dat de vertering beïnvloedt wordt wat de 
bepaling van de vertering bemoeilijkt. We doen deze proeven om een idee te krijgen van 
de precieze response waardoor we dit een zo gecontroleerd mogelijke setting moeten 
doen. Wel zullen we ons best doen om te voldoen aan de checklist hokverrijking door 
gebruik te maken van verrijking die een minimale invloed zullen hebben op de vertering. 
Hierbij kan gedacht worden aan touwen, kettingen op de grond, kettingen aan de muur, 
etc. Hierdoor is het effect op het dierenwelzijn van het niet gebruiken van bedding 
minimaal. Later in het project worden de proeven uitgevoerd onder 
praktijkomstandigheden om te bekijken wat de effecten zijn van het additief in die setting 
waarbij het gebruik van bedding een onderdeel zal zijn. Echter zullen deze niet onder de 
huidige aanvraag vallen omdat er bij deze proeven geen samples genomen zullen worden 
die onder een CCD aanvraag vallen. 

- De antwoorden hebben geleid tot aanpassing van de aanvraag. 

10. Eventuele adviezen door experts (niet lid van de DEC): n.v.t. 

B. Beoordeling (adviesvraag en behandeling)  
1. Het project is vergunningplichtig (dierproeven in de zin der wet). 
2. De aanvraag betreft een nieuwe aanvraag. 
3. De DEC is competent om hierover te adviseren. 
4. Er zijn geen DEC-leden betrokken bij het betreffende project. 

C. Beoordeling (inhoud):  
1. De aanvraag is toetsbaar en heeft voldoende samenhang. Het project richt zich op een 

voeradditief programma voor varkens op basis van plantenextracten die de darmgezondheid 
ondersteunen en de stress response verlagen tijdens transport naar bijvoorbeeld het slachthuis. 
De onderzoekers hebben de aanvraag naar aanleiding van aanvullende vragen van de DEC 
aangepast. Op grond van die aangepaste aanvraag is dit advies gebaseerd. 
Middels de antwoorden op deze aanvullende vragen is helderheid verkregen in het 'go/no go 
proces dat vooraf is gegaan aan dit projectvoorstel. De verschillende fasen van het onderzoek 
zijn duidelijk beschreven en bestaan uit literatuuronderzoek, in vitro onderzoek (reeds 
uitgevoerd), een haalbaarheidsonderzoek (voor het bedrijf dat er achter zit) en een pilot (geen 
dierproef). Het voorliggende project is op deze vooronderzoeken gebaseerd. 
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Dit project beslaat de vereisten voor onderzoek naar de werkzaamheid: het vinden van de juiste 
doseringen de juiste duur van het geven van het voeradditief, om zo tot het beste resultaat te 
komen. Hierna zal getracht worden inzicht te verkrijgen in het werkingsmechanisme. In de 
laatste fase zullen op praktijkbedrijven validatiestudies worden uitgevoerd met niet-invasieve 
metingen. Deze validaties maken geen onderdeel uit van deze aanvraag, maar wel van het 
gehele dossier. Het te onderzoeken additief is veilig voor gebruik in de varkens en mag in de 
voedselketen worden toegepast. De aanvraag past mooi bij voorbeeld 4B uit de handreiking 
definitie project. 

2. Voor zover de DEC bekend, is er geen mogelijk tegenstrijdige wetgeving die het uitvoeren van 
de dierexperimenten in de weg zou kunnen staan. 

3. De in de aanvraag aangekruiste doelcategorie(ën) sluit(en) aan bij de hoofddoelstelling(en). 

Belangen en waarden 

4. Het directe doel van het project is het ontwikkelen van een voeradditief uit plantenextracten 
voor varkens . Het uiteindelijke doel van het project is om varkens met dit additief verrijkt voer 
te geven, teneinde de stress gevoeligheid te verminderen, waardoor darmgezondheid bevordert 
wordt. Door een lagere stressgevoeligheid, zal er minder (stress) diarree optreden en is er 
minder kans op uitscheiding van pathogene micro-organismen die aanleiding kunnen zijn voor 
een zoi5nose. Dit is een gezondheidsvoordeel voor stal- en slachthuispersoneel en belangrijk 
voor de voedselveiligheid van de consument. Als laatste zal het voeradditief de vertering van 
nutriënten uit het voer verbeteren wat leidt tot een lagere uitscheiding van bijvoorbeeld stikstof 
in urine en mest. Dit alles zal bijdragen aan de verdere verduurzaming van de veehouderij. 
De DEC is van mening dat er een duidelijke relatie is tussen het directe en het uiteindelijke doel, 
en dat het doel gerechtvaardigd is in de context van het onderzoeksveld, de maatschappij 
(voorkomen zoiinose, voedselveiligheid) en de behoeften vanuit de varkenshouderij. 

5. De belangrijkste belanghebbenden in dit onderzoeksproject zijn: proefdieren, onderzoekers, 
doeldieren, stal- en slachthuismedewerkers en de consumenten. De morele waarden die voor 
proefdieren in het geding zijn: aantasting van integriteit door het afnemen van biologisch 
materiaal, de morele waarde die voor de doeldieren wordt bevorderd is een lagere 
stressgevoeligheid. De morele waarde die voor de stal- en slachthuismedewerkers wordt 
bevorderd is dat zij minder kans hebben op blootstelling aan schadelijke micro-organismen uit 
mest omdat de dieren minder diarree zullen hebben. Voor de consument wordt de 
voedselveiligheid van vlees bevorderd en voor het milieu is er kans op minder stikstof uitstoot. 

6. De aanvrager geeft niet aan nadelige effecten op het milieu te verwachten. De DEC ziet geen 
aanleiding om aan te nemen dat zich toch nadelige effecten zullen voordoen. 
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Proefopzet en haalbaarheid 

7. De kennis en kunde van de onderzoeksgroep en andere betrokkenen bij de dierproeven zijn 
voldoende gewaarborgd en dragen eraan bij dat de doelstellingen behaald kunnen worden, dat 
aan de 3V-beginselen vo►daan kan worden en dat voorkomen kan worden dat mens, dier en 
milieu negatieve effecten ondervinden als gevolg van de dierproeven. De onderzoekers werken 
bij een bedrijf dat gespecialiseerd is in het ontwikkelen van veevoeders. Het heeft specifieke 
expertteams die beoordelen of het concept voldoende is gewaarborgd dat een 'proof of 
concept' studie het waard is om te worden uitgevoerd. Het bedrijf heeft geen enkel belang een 
dergelijke studie uit te voeren als men er niet van overtuigd is dat het concept haalbaar is, 
omdat dit heel kostbaar is. Er is al veel voorwerk gedaan: literatuuronderzoek, in vitro onderzoek 
en een pilot (geen dierproef) in het varken waarbij een verlaging van het stresshormoon kon 
worden aangetoond. 

8. Het project is goed opgezet, de voorgestelde experimentele opzet en uitkomstparameters 
sluiten logisch en helder aan bij de aangegeven doelstellingen en de gekozen strategie en 
experimentele aanpak kunnen leiden tot het behalen van de doelstelling binnen het kader van 
het project. De varkens krijgen het voer met het additief. De parameters zijn stresshormonen, 
immunologische parameters en mestgiften. Deze sluiten precies aan bij de te verwachten 
effecten die het voederadditief beoogt in haar werking. 

Welzijn dieren 

9. Er is geen sprake van de volgende bijzonderheden op het gebied van categorieën van dieren, 
omstandigheden of behandeling van de dieren: 
❑ Bedreigde diersoort(en) (10e lid 4) 
❑ Niet-menselijke primaten (10e) 
❑ Dieren in/uit het wild (10f) 
• Niet gefokt voor dierproeven (11, bijlage I EU richtlijn) 
❑ Zwerfdieren (10h) 
❑ Hergebruik (le lid 2) 
❑ Locatie: buiten instelling vergunninghouder (10g) 
❑ Geen toepassing verdoving/pijnbestrijding (13) 
❑ Dodingsmethode niet volgens bijlage IV EU richtlijn (13c lid 3) 
De keuze hiervoor is voldoende wetenschappelijk onderbouwd en de aanvrager voldoet aan de 
in de Wet op de dierproeven, voor de desbetreffende categorie, genoemde beperkende 
voorwaarden. 

10. De dieren worden niet gehuisvest en verzorgd op een wijze die voldoet aan de eisen die zijn 
opgenomen in bijlage III van de EU richtlijn. Onderzoeker wil een bias van bodembedekking 
(stro, etc.) vermijden, omdat varkens dit vaak opeten. De varkens krijgen wel niet-verteerbare 
speeltjes. 
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11. Het cumulatieve ongerief als gevolg van de dierproeven is realistisch ingeschat en 
geclassificeerd. Dieren zullen het voer zonder probleem eten, een smaaktest is reeds uitgevoerd. 
Er worden bloedmonsters en speeksel swabs genomen welke met licht ongerief gepaard zullen 
gaan. 

12. De integriteit van de dieren wordt fysiek aangetast door de bloed- en speekselafname en de 
euthanasie aan het einde van de proef. Deze aantasting maakt onderdeel uit van de proef. 

13. De humane eindpunten zijn in de bijlage dierproeven goed gedefinieerd en het percentage 
dieren dat naar verwachting een humaan eindpunt bereikt is goed ingeschat. Er worden geen 
proef gerelateerde humane eindpunten verwacht, hetgeen overeenkomt met het te verwachten 
ongerief: maximaal licht. 

3V's 

14. De aanvrager heeft voldoende aannemelijk gemaakt dat er geen geschikte 
vervangingsalternatieven zijn. Om te onderzoeken of het additief daadwerkelijk een effect heeft 
op de stressrespons moet het onderzoek in het doeldier worden uitgevoerd, worden de dieren 
vervoerd en na het vervoer ook onderzocht. Dat deel kan niet met alternatieven worden 
onderzocht. 

15. Het aantal te gebruiken dieren is realistisch ingeschat en er is een heldere strategie om ervoor te 
zorgen dat tijdens het project met het kleinst mogelijke aantal dieren wordt gewerkt waarmee 
nog een betrouwbaar resultaat kan worden verkregen. Er is al een pilot uitgevoerd. In de 
aanloop naar elk nieuw experiment zal er opnieuw een powerberekening gemaakt worden op 
basis van eerdere proeven om te bepalen hoeveel dieren nodig zijn voor ieder experiment. 
Daarnaast zullen er metingen plaatsvinden vóór het experiment begint waardoor het individuele 
dier de experimentele eenheid is in plaats van het hok. Hiermee wordt de variatie kleiner en het 
benodigde aantal dieren om een effect aan te tonen kleiner. Op basis van resultaten uit het 
bloed zal bepaald worden of het zinvol is om dieren te doden voor het verkrijgen van 
darmmonsters. 

16. Het project is in overeenstemming met de vereiste van verfijning van dierproeven en het project 
is zodanig opgezet dat de dierproeven zo humaan mogelijk kunnen worden uitgevoerd. De 
dieren worden in groepen gehuisvest en verzorgt door ervaren dierverzorgers. Het aantal 
momenten voor bloedafname is zo klein mogelijk gehouden en de dieren worden gesedeerd 
voordat zij worden gedood. 

17. Er is geen sprake van wettelijk vereist onderzoek. 

Dieren in voorraad gedood en bestemming dieren na afloop proef 

18. Dieren van beide geslachten zullen in gelijke mate worden ingezet. 
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19. Een deel van de dieren worden in het kader van het project gedood, om monsters uit de darm 
te kunnen nemen. Deze dieren worden op een passende wijze, in overeenstemming met bijlage 
IV van de EU richtlijn, gedood. De dieren waarbij alleen bloed wordt afgenomen, worden niet in 
het kader van het project gedood. 

20. De vraag over hergebruik is niet van toepassing omdat een deel van de dieren gedood worden 
in het kader van het experiment. De dieren die niet gedood worden in het kader van het 
experiment gaan naar het slachthuis. Dit maakt onderdeel uit van de normale handelswijze. 

NTS 

21. De niet-technische samenvatting is een evenwichtige weergave van het project en begrijpelijk 
geformuleerd. 

D. Ethische afweging 
1. De morele vraag die de DEC dient te beantwoorden is of het belang van dit onderzoek, namelijk 

het ontwikkelen van een varkensvoeder met daarin een additief (plantenextract) dat de 
stressgevoeligheid verlaagd, de onvermijdelijke aantasting van het welzijn en de integriteit van 
de gebruikte proefdieren kan rechtvaardigen. 

2. Er vindt een beperkte aantasting van welzijn en integriteit van de proefdieren plaats, met licht 
ongerief. 

Indien de hierboven genoemde doelstelling behaald wordt, dan zal dit project er toe bijdragen 
dat dieren de handelingen in de stal (schoonmaken, etc.) en het vervoer naar het slachthuis als 
minder stressvol ervaren en daardoor minder diarree zullen hebben. Het gevolg daarvan is dat 
er minder kans is op zoCinose en besmetting van vlees voor consumenten. Het is aannemelijk 
dat de translationele doelstelling behaald zal worden. Daarvoor is de inzet van proefdieren 
noodzakelijk, maar de onderzoekers doen al het mogelijke om het ongerief voor de dieren en 
het aantal dieren tot een minimum te beperken. De belanghebbenden zijn: 
1) De proefdieren die licht ongerief zullen ondergaan, hetgeen de DEC als een gering belang 

acht; zij zullen weinig tot geen stress ondergaan van de handelingen. 
2) Het proefdier is ook het doeldier. Als dit concept werkt zullen zij met dieetvoer minder 

gevoelig zijn voor stressoren in de stal en tijdens vervoer, hetgeen door de DEC als een reëel 
belang wordt gezien. 

3) Ook de mens is belanghebbende (in stalomgeving en slachthuis of als consument) omdat 
het minder zal worden blootgesteld aan potentiële ziekteverwekkers. Dit acht de DEC 
eveneens als een reëel belang. 

4) De onderzoekers geven ook nog aan dat er minder belasting is voor het milieu, maar daar 
kent de DEC weinig waarde aan toe. De varkens mesten (defeceren) in een omgeving waar 
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de mest wordt verzameld er is geen reden aan te nemen dat die dieren zonder het speciale 
voeder meer mest produceren, alleen de consistentie en het moment is anders. 

3. Op grond van het bovenstaande is de DEC van oordeel dat is het ontwikkelen van een 
varkensvoeradditief uit plantenextracten om varkens minder stress te laten ervaren een reëel 
belang vertegenwoordigt en dat dit reële belang opweegt tegen de beperkte aantasting van het 
welzijn en de integriteit van de proefdieren. Het gebruik van de proefdieren zoals beschreven in 
de aanvraag is daarmee gerechtvaardigd. 

E. Advies  
1. Advies aan de CCD 

M De DEC adviseert de vergunning te verlenen. 

n De DEC adviseert de vergunning te verlenen onder de volgende voorwaarden. 
13 Op grond van het wettelijk vereiste dient de projectleider bij beëindiging van het project een beoordeling 
achteraf aan te leveren die is afgestemd met de IvD. 
2 Voor de uitvoering van dit project is tevens ministeriële ontheffing vereist 
❑ Overige door de DEC aan de uitvoering verbonden voorwaarden, te weten... 

2 De DEC adviseert de vergunning niet te verlenen vanwege: 
13 De vaststelling dat het project niet vergunningplichtig is om de volgende redenen:... 
El De volgende doorslaggevende ethische bezwaren:... 
2 De volgende tekortkomingen in de aanvraag:... 

2. Het uitgebrachte advies is gebaseerd op consensus. 

3. Er zijn geen knelpunten/dilemma's naar voren gekomen tijdens het beoordelen van de aanvraag 
en het opstellen van het advies. 
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Centrale Commissie Dierproeven 

> Retouradres Postbus 93118 2509 AC Den Haag 

Centrale Commissie 
Dierproeven 
Postbus 93118 
2509 AC Den Haag 
centralecommissiedierproeven.n1 
0900 28 000 28 (10 ct/min) 
info@zbo-ccd.nl  

Onze referentie 

Aanvraagnummer 
AVC~02010929 

Bijlagen 
3 

Datum 8 januari 2021 
Betreft Beslissing aanvraag projectvergunning Dierproeven 

Geachte 

Op 11 september 2020 hebben wij uw aanvraag voor een projectvergunning 
dierproeven ontvangen. Het gaat om uw project "Nutritional support to 
improve health of finishing pigs" met aanvraagnummer AV~202010929. 
Wij hebben uw aanvraag beoordeeld. 

Beslissing 
Wij keuren uw aanvraag goed. Uit artikel 10a, eerste lid van de Wet op de 
dierproeven (hierna: de wet) volgt daarom dat het is toegestaan om uw 
project uit te voeren binnen de gestelde vergunningsperiode. Deze vergunning 
wordt afgegeven voor de periode van 8 januari 2020 tot en met 1 december 
2025. 

De onderbouwing van deze beslissing vindt u onder 'Overwegingen'. 

Procedure 

Advies dierexperimentencommissie 
Wij hebben advies gevraagd bij de dierexperimentencommissie DEC Utrecht 
(hierna: DEC). Dit advies is ontvangen op 29 oktober 2020. Bij de beoordeling 
van uw aanvraag is dit advies betrokken overeenkomstig artikel 10a, derde lid 
van de wet. 
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Nadere vragen aanvrager 
Op 13 november 2020 hebben wij u om aanvullingen gevraagd. U heeft tijdig 
antwoord gegeven. Het verzoek om aanvullingen had betrekking op de te 
onderzoeken stoffen, uitkomstparameters, strategie, opzet proeven, 3V's, en 
de NTS. Uw reactie is betrokken bij de behandeling van uw aanvraag. 

Overwegingen 
Wij kunnen ons vinden in de inhoud van het advies van de DEC, inclusief de 
daaraan ten grondslag liggende motivering. 

Bezwaar 
Als u het niet eens bent met deze beslissing, kunt u binnen zes weken na 
verzending van deze brief schriftelijk een bezwaarschrift indienen. 
Een bezwaarschrift kunt u sturen naar Centrale Commissie Dierproeven, 
afdeling Juridische Zaken, postbus 93118, 2509 AC Den Haag. 

Bij het indienen van een bezwaarschrift vragen we u in ieder geval de datum 
van de beslissing waartegen u bezwaar maakt en het aanvraagnummer te 
vermelden. U vindt deze nummers in de rechter kantlijn in deze brief. 

Bezwaar schorst niet de werking van het besluit waar u het niet mee eens 
bent. Dat betekent dat dat besluit wel in werking treedt en geldig is. Nadat u 
een bezwaarschrift heeft ingediend kunt u een voorlopige voorziening vragen 
bij de voorzieningenrechter van de rechtbank in de vestigingsplaats van de 
vergunninghouder. U moet dan wel kunnen aantonen dat er sprake is van een 
spoedeisende situatie. 

Voor de behandeling van een voorlopige voorziening is griffierecht 
verschuldigd. Op 
http://www.rechtspraak.nl/Organisatie/Rechtbanken/Pages/default.aspx  kunt 
u zien onder welke rechtbank de vestigingsplaats van de vergunninghouder 
valt. 

Datum: 
8 januari 2021 
Aa nvraagnuturner: 
AVIER202010929 
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Meer informatie 
Heeft u vragen, kijk dan op www.centralecommissiedierproeven.nl, stuur een 
e-mail naar info@zbo-ccd.nl  of neem telefonisch contact met ons op: 0900 28 
000 28 (10 ct/minuut). 

Datum: 
8 januari 2021 
Aanvraagnummer: 
AV~202010929 

Centrale Commissie Dierproeven 
namens deze: 

drs. F. Braunstahl 
Algemeen Secretaris 

Bijlagen: 
- Projectvergunning 
- DEC-advies 
- Weergave wet- en regelgeving 
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Centrale Commissie Dierproeven 

Projectvergunning 
gelet op artikel 10a van de Wet op de Dierproeven 

Verleent de Centrale Commi 
Naam: 

Adres: 
Postcode en plaats: 

Deelnemersnummer: 

deze projectvergunning voor het tijdvak 8 januari 2020 tot en met 1 december 2025, voor het project 
"Nutritional support to improve health of finishing pigs" met aanvraagnummer AVIIIIII202010929, na 
advies van dierexperimentencommissie DEC Utrecht. De functie van de verantwoordelijk onderzoeker is 
Research Scientist. Het besluit is gebaseerd op de volgende (aangepaste) stukken: 
1 een aanvraagformulier projectvergunning dierproeven, zoals ontvangen op 11 september 2020 
2 de bij het aanvraagformulier behorende bijlagen: 

a Projectvoorstel, zoals ontvangen op 23 november 2020; 
b Bijlagen dierproeven 

• 3.4.4.1 Gut health and stress response, zoals ontvangen op 23 november 2020; 
c Niet-technische Samenvatting van het project, zoals ontvangen op 23 november 2020; 
d Advies van dierexperimentencommissie, zoals ontvangen op 29 oktober 2020 
e De aanvullingen op uw aanvraag, zoals ontvangen op 23 november 2020. 

Naam proef  Diersoort/ Stam  Aantal 
dieren  

Ongerief 

3.4.4.1 Gut health and stress response 

Varkens (Sus strofa domesticus) 200 
	

100,0% Licht 

Geldende voorschriften 
Wij wijzen u op onderstaande geldende voorschriften, die volgen uit artikel 1d, vierde lid, artikel 10, eerste 
lid en/of artikel 10a3 van de wet. 
• Go/ no go momenten worden voor aanvang van elk experiment afgestemd met de IvD. 
• Het is verboden een dierproef te verrichten voor een doel dat, naar de algemeen kenbare, onder 

deskundigen heersende opvatting, ook kan worden bereikt anders dan door middel van een dierproef, of 
door middel van een dierproef waarbij minder dieren kunnen worden gebruikt of minder ongerief wordt 
berokkend dan bij de in het geding zijnde proef het geval is. 

• Het is verboden dierproeven te verrichten voor een doel waarvan het belang niet opweegt tegen het 
ongerief dat aan het proefdier wordt berokkend. 

• Overige wettelijke bepalingen blijven van kracht. 
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Centrale Commissie Dierproeven 

Aanvraagnummer: 
AVIIIII202010929 

Weergave wet- en regelgeving 

Dit project en wijzigingen 
Volgens artikel 10c van de Wet op de Dierproeven (hierna de wet) is het verboden om andere dierproeven 
uit te voeren dan waar de vergunning voor is verleend. De dierproeven mogen slechts worden verricht in 
het kader van een project, volgens artikel 10g, derde lid van de wet. Uit artikel 10b, eerste lid van de wet 
volgt dat de dierproeven zijn ingedeeld in de categorieën terminaal, licht, matig of ernstig. Als er 
wijzigingen in een dierproef plaatsvinden, moeten deze gemeld worden aan de Centrale Commissie 
Dierproeven. Hebben de wijzigingen negatieve gevolgen voor het dierenwelzijn, dan moet volgens artikel 
10a5, eerste lid van de wet de wijziging eerst voorgelegd worden en mag deze pas doorgevoerd worden na 
goedkeuren door de Centrale Commissie Dierproeven. Artikel 10b, tweede en derde lid van de wet 
schrijven voor dat het verboden is een dierproef te verrichten die leidt tot ernstige mate van pijn, lijden, 
angst of blijvende schade die waarschijnlijk langdurig zal zijn en niet kan worden verzacht, tenzij hiervoor 
door de Minister een ontheffing is verleend. 

Verzorging 
De fokker, leverancier en gebruiker moeten volgens artikel 13f van de wet over voldoende personeel 
beschikken en ervoor zorgen dat de dieren behoorlijk worden verzorgd, behandeld en gehuisvest. Er 
moeten ook personen zijn die toezicht houden op het welzijn en de verzorging van de dieren in de 
inrichting, personeel dat met de dieren omgaat moet toegang hebben tot informatie over de in de 
inrichting gehuisveste soorten en personeel moet voldoende geschoold en bekwaam zijn. Ook moeten er 
personen zijn die een eind kunnen maken aan onnodige pijn, lijden, angst of blijvende schade die tijdens 
een dierproef bij een dier wordt veroorzaakt. Daarnaast zijn er personen die zorgen dat een project 
volgens deze vergunning wordt uitgevoerd en als dat niet mogelijk is zorgen dat er passende maatregelen 
worden getroffen. 
In artikel 9 van de wet staat dat de persoon die het project en de dierproef opzet deskundig en bekwaam 
moet zijn. In artikel 8 van het Dierproevenbesluit 2014 staat dat personen die dierproeven verrichten, de 
dieren verzorgen of de dieren doden, hiervoor een opleiding moeten hebben afgerond. 
Voordat een dierproef die onderdeel uitmaakt van dit project start, moet volgens artikel 10a3 van de wet 
de uitvoering afgestemd worden met de instantie voor dierenwelzijn. 

Pijnbestrijding en verdoving 
In artikel 13 van de wet staat dat een dierproef onder algehele of plaatselijke verdoving wordt uitgevoerd 
tenzij dat niet mogelijk is, dan wel bij het verrichten van een dierproef worden pijnstillers toegediend of 
andere goede methoden gebruikt die de pijn, het lijden, de angst of de blijvende schade bij het dier tot 
een minimum beperken. Een dierproef die bij het dier gepaard gaat met zwaar letsel dat hevige pijn kan 
veroorzaken, wordt niet zonder verdoving uitgevoerd. Hierbij wordt afgewogen of het toedienen van 
verdoving voor het dier traumatischer is dan de dierproef zelf en het toedienen van verdoving 
onverenigbaar is met het doel van de dierproef. Bij een dier wordt geen stof toegediend waardoor het dier 
niet meer of slechts in verminderde mate in staat is pijn te tonen, wanneer het dier niet tegelijkertijd 
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Aanvraagnummer: 
AVE:11E202010929 

voldoende verdoving of pijnstilling krijgt toegediend, tenzij wetenschappelijk gemotiveerd. Dieren die pijn 
kunnen lijden als de verdoving eenmaal is uitgewerkt, moeten preventief en postoperatief behandeld 
worden met pijnstillers of andere geschikte pijnbestrijdingsmethoden, mits die verenigbaar zijn met het 
doel van de dierproef. Zodra het doel van de dierproef is bereikt, moeten passende maatregelen worden 
genomen om het lijden van het dier tot een minimum te beperken. 

Einde van een dierproef 
Artikel 13a van de wet bepaalt dat een dierproef is afgelopen wanneer voor die dierproef geen verdere 
waarnemingen hoeven te worden verricht of, voor wat betreft nieuwe genetisch gemodificeerde 
dierenlijnen, wanneer bij de nakomelingen niet evenveel of meer, pijn, lijden, angst, of blijvende schade 
wordt waargenomen of verwacht dan bij het inbrengen van een naald. Er wordt dan door een dierenarts of 
een andere ter zake deskundige beslist of het dier in leven zal worden gehouden, Een dier wordt gedood 
als aannemelijk is dat het een matige of ernstige vorm van pijn, lijden, angst of blijven schade zal blijven 
ondervinden. Als een dier in leven wordt gehouden, krijgt het de verzorging en huisvesting die past bij zijn 
gezondheidstoestand. 
Volgens artikel 13b van de wet moet de dood als eindpunt van een dierproef zoveel mogelijk worden 
vermeden en vervangen door in een vroege fase vaststelbare, humane eindpunten. Als de dood als 
eindpunt onvermijdelijk is, moeten er zo weinig mogelijk dieren sterven en het lijden zo veel mogelijk 
beperkt blijven. 
Uit artikel 13c van de wet volgt dat het doden van dieren door een deskundig persoon moet worden 
gedaan, wat zo min mogelijk pijn, lijden en angst met zich meebrengt. De methode om te doden is 
vastgesteld in de Europese richtlijn artikel 6. 
In artikel 13d van de wet is vastgesteld dat proefdieren geadopteerd kunnen worden, teruggeplaatst in 
hun habitat of in een geschikt dierhouderijsysteem, als de gezondheidstoestand van het dier het toelaat, 
er geen gevaar is voor volksgezondheid, diergezondheid of milieu en er passende maatregelen zijn 
genomen om het welzijn van het dier te waarborgen. 
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Form 
Project proposal• This form should be used to 
write the project propsal of animal procedures. 
• The appendix 'description animal 
procedures' is an appendix to this form. For each 
type of animal procedure, a separate appendix 
'description animal procedures' should be 
enclosed 
• For more information on the project 
proposal, see our website(www.zbo-ccd.nl). 
• Or contact us by phone (0900-2800028). 

1 General information 

1.1 
	

Provide the 
	

10400 
approval number 
of 
the 'Netherlands 
Food and 
Consumer 
Product Safety 
Authority'. 

1.2 	Provide the name Wageningen University 
of the 
licenced 
establishment. 

1.3 	Provide the title of Effects of dietary composition on intestinal function and health of pigs 
the 
project. 

2 Categories 

2.1 	Please tick each of 
the 
following boxes 
that 
applies to your 
project. 

[X] Basic Research 
[X] Translational or applied research 
[] Regulatory use of routine production 
[] Research into environmental protection in the interest of human or animal 
health or welfare 
dier 
[] Research aimed at preserving the species subjected to procedures 
[] Higher education or training 
[] Forensic enquiries 
[] Maintenance of colonies of genetically altered animals not used in other 
animal procedures 

3 General description of the project 
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3.1 Background 
Describe the project (motivation, background and context) with respect to the categories selected in 2. 

• For legally required animal procedures, indicate which statutory or regulatory requirements apply 
(with respect to the intended use and market authorisation). 
• For routine production, describe what will be produced and for which uses. 
• For higher education or training, explain why this project is part of the educational program and 
describe the learning targets. 

Pig feeds traditionally contain large amounts of cereal grains complemented with soy (-by products). 
The latter originate to a large extend from South American countries, and both are competing 
directly with resources for human consumption, which could compromise the sustainability of these 
feeds. Hence, in the Netherlands, there is a change towards circular agriculture, as indicated in the 
vision of the Dutch Ministry of Agriculture, Nature and Food Quality [1], to improve sustainability of 
the agricultural sector. However, this shift towards circular agriculture asks for a shift in resources 
used for animal feeds; from highly digestible cereal grains and oilseeds(products), to food waste and 
agricultural by-products that do not compete with resources for human consumption or energy 
production. These products typically have a lower nutritional value due to their high fiber contents 
and poor protein digestibility. For instance, the (smal) intestinal) protein digestibility of soybean 
meal typically is 88%, whereas that of rapeseed meal (a by-product from rape oil for human 
consumption and biofuel) is only 73% and that of sunflower seed meal is 80% [2]. Products like 
rapeseed meal and sunflower seed meal are already used in pig feeds, but their abundance is 
expected to increase substantially, because of a decrease in the use of human-edible resources in 
pig feeds. In addition, the food industry is continuously searching for refined products with increased 
nutritional value for humans by modifying extraction and processing conditions, resulting in lower 
nutritional value of the by-products available for pig feeds. Hence, feeding these future protein 
sources (including even further processed by-products or novel protein sources such as cottonseed 
meal or algae) to pigs will likely lower the small intestinal protein digestibility, leading to a greater 
flow of protein into the hindgut. In the hindgut, these proteins are preferred substrates for saccharo-
proteolytic bacteria (such as Clostridia, Proteus and E. coli) resulting in the proliferation of these 
bacteria, some of which are known pathogens. When these undigested proteins are fermented, 
metabolites such as branched-chain fatty acids, ammonia, phenolic and indolic compounds, 
hydrogen sulfide, biogenic amines and nitric oxide and N-nitroso compounds are produced. Although 
some of these protein fermentation metabolites, e.g. polyamines, are important for gut function in 
lower concentrations, many of these metabolites have potential damaging effects on gut function [3-
7]. In this way, the use of poorly-digestible protein sources might therefore negatively affect gut 
health. This is especially of importance in young animals, where the microbial community is not yet 
fully established and the gut wall is still developing and not resilient yet. It is, therefore, of great 
importance to evaluate the effects of diets with poorly digestible proteins/fractions on the intestinal 
microbiota, intestinal function, and overall health of piglets and gain more understanding of the 
nutritional value of future pig feed resources. 

The extent to which ingested proteins escape small intestinal digestion and are prone to microbial 
degradation depends on the environmental conditions under which the piglets are kept. For instance, 
it has been demonstrated that pigs kept under low sanitary conditions (resulting in pigs with a 
chronically activated immune system, but without clinical signs of illness) have a reduced protein 
digestibility compared with pigs kept under high sanitary conditions [8-9]. The exact underlying 
mechanisms are unknown, but this is likely mediated via the microbiota. Experimental differences in 
sanitary conditions also reflect differences in environmental conditions which are known to occur in 
pig husbandry. Although it is known that such sanitary conditions can affect protein digestibility, it 
is, however, unknown whether sanitary conditions interact with the effects of undigested proteins on 
intestinal function and health in piglets. 
The first aspect to study in this project is, therefore, how protein fermentation and sanitary 
conditions affect intestinal function and health of piglets. It is hypothesized that both protein 
fermentation and low sanitary conditions negatively affect intestinal health, but that these two 
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factors combined have a greater negative impact on intestinal health. If this hypothesis is true, this 
means in practice that feeding diets with larger amounts of low digestible proteins provides a 
greater risk for gut health issues at farms/departments with a lower (sub-clinical) health status. The 
knowledge obtained in this study is, therefore, of importance towards farm-specific feed advice in 
practice. 
It is important to note that the sanitary challenge model mimics variation as observed in practice, 
without inducing clinical problems. From previous studies using this model, we know that the low 
sanitary conditions lower protein digestion and growth, without inducing clinical infections [9,10]. 
The decrease in growth and feed efficiency with low sanitary conditions has been reviewed by 
Pastorelli et al. (2012) and are in a similar range as found in practice. So with this model, we can 
induce a contrast in a sub-clinical range, which results in differences as seen in practice. In this way, 
we can study the effects of protein fermentation and sanitary conditions on intestinal health, and 
study the underlying mechanisms. 

Apart from the reduction in protein digestibility and the presumable negative effects on intestinal 
function and health, the shift towards increased use of fiber-rich feed resources will inevitably also 
lead to increased inclusion levels of fibers and different protein fractions. It is known that fibers may 
interfere with various digestive process, such as nutrient accessibility, bulking properties, microbial 
activity, gut physiology and function, endogenous secretions, and flow of digesta through the 
gastro-intestinal tract, thereby affecting nutrient digestion and gut health. Interestingly, such fiber-
structures could have the potential to steer protein fermentation and thereby alleviate potential 
negative effects on gut health. Problematically, the exact effect of the various fiber and protein 
structures found in unconventional or further processed feed resources are not well defined, 
hampering the prediction of the nutritional value of such diets. Accurate prediction of small intestinal 
digestion and fermentation and the effect on the intestinal wall of these unconventional feed 
resources is paramount for designing (young) pig feeds based on high concentrations of high-fiber 
high-protein by-products that maximize the conversion of these resources into edible products while 
minimizing the negative impact on gut health. 
The second aspect addressed in this project is, therefore, how fiber and protein fractions (separately 
or combined) from agricultural by-products affect digestive processes as digesta transit, nutrient 
digestibility, and microbial colonization. It is hypothesized that both fiber and protein fractions affect 
digestive processes, and that interactions effects occur. 

In this project, the overall objectives are to evaluate the effects of protein fermentation and sanitary 
conditions on intestinal function and health of piglets and how fiber-and protein level and structure 
from agricultural by-products affect digestive processes in pigs. With this basic and applied 
knowledge, (dietary) strategies could be designed to accommodate the shift in feed resources while 
maintaining adequate intestinal function and health of piglets, when moving into an era of circular 
agriculture. 
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3.2 Purpose 
Describe the project's main objective and explain why this objective is achievable. 

• 1f the project is focussed on one or more research objectives, which research questions should be 
addressed during this project? 
• 1f the main objective is not a research objective, which specific need(s) does this project respond to? 

The main objectives of this project are to evaluate the effects of protein fermentation and sanitary 
conditions on intestinal function and health of piglets and how fiber-and protein level and structure 
from agricultural by-products affect digestive processes in pigs. 
We aim to reach this objective through a series of piglet studies, described in 3.4. 
The specific key research questions to be studied are: 
1. How does protein fermentation affect intestinal function and health of piglets, and is this effect 
dependent on sanitary conditions? 
2. How do fiber and protein fractions from agricultural by-products affect digestive processes as 
digesta transit, nutrient digestibility, and microbial colonization, and do these fiber- and protein 
fractions have interacting effects? 
We expect to reach our main project's objective, because the scientific partners have extensive 
expertise in the research areas (i.e. animal nutrition, microbiology, host physiology/metabolism, 
metabolomics tools) required within this project. In addition, we collaborate with an industrial 
partner, who is a global leader in additives for animal feed and serves animal feed producers 
worldwide with products and formulation services, and is a direct stakeholder for the utilization of 
newly gained knowledge. 

3.3 Relevance 
What is the scientific and/or social relevance of the objectives described above? 

In the Netherlands, there is a focus to change towards circular agriculture, as indicated in the vision 
of the Dutch Ministry of Agriculture, Nature and Food Quality. An increased use of regional resources 
and (highly-processed) by-products is aimed for. This results in changes in the diets of production 
animals. This project will provide insight into digestive processes of such diets and how they affect 
intestinal function and health of piglets and how this is influenced by environmental conditions. With 
this knowledge, (dietary) strategies could be designed to accommodate the shift in feed resources 
while maintaining adequate intestinal function and health of pigs, when moving into an era of 
circular agriculture. 

3.4 Research Strategy 
3.4.1 Provide an overview of the overall design of the project (strategy). 

The overall design of the project is illustrated in figure 1. 
The diets of pigs are expected to change within a circular agricultural system. Diets for piglets in the 
future are expected to have a poorer protein digestibility, which will increase the flow of protein into 
the hindgut of piglets. The effects of the resulting increase in protein fermentation on the microbiota 
composition, intestinal wall, and health of the piglets - depending on sanitary conditions the piglets 
are exposed to (as described in paragraph 3.1) - are evaluated in appendix 1. 
In addition to poor protein digestibility, the shift towards increased use of fiber-rich feed resources 
will inevitably also lead to increased inclusion levels of fibers and different protein fractions. The 
(interacting) effects of fiber and protein structures found in unconventional feed resources on 
digestive processes, such as digesta transit, nutrient digestibility and microbial colonization are 
evaluated in appendix 2. 

Pag. 5 / 7 



Changed diets for piglets within 
circular agriculture 

1 
Changed dietary fiber- and protein fractions 

1 

Effects of protein fermentation on 
intestinal function under different 

sanitary conditions 

2 

Effects on digestive processes 

Figure 1. Overall design of the project. The diets of pigs are expected to change within a circular agricultural 
system (green box), resulting in changes in fiber- and protein fractions. The proteins are expected to have a 
poorer digestibility, resulting in protein fermentation. The effects of protein fermentation and the potential 
interaction with sanitary conditions is evaluated in appendix 1 (blue box). Effects of changed dietary fiber- and 
protein fractions on digestive processes will be evaluated in appendix 2 (red box). Intestinal tissue samples are 
collected in appendix 2, and based on the outcome of appendix 1 (i.e. if protein fermentation is found to affect 
intestinal function), intestinal function is evaluated in appendix 2 as well (grey dashed arrow). In addition, the 
potential effects of protein fermentation and sanitary conditions on intestinal function are likely mediated via the 
microbiome. Fiber- and protein fractions can steer the microbiome, and with that digestive processes. 

3.4.2 Provide a basic outline of the different components of the project and the type(s) of animal procedures 
that will be performed. 

Two appendices are included in this project to answer the research questions as described in 
paragraph 3.2. 

Appendix 1: Dietary experiment with piglets under different sanitary conditions 
This experiment is designed in a 2 x 2 factorial arrangement with diet (high or low protein 
fermentation) and sanitary conditions as factors. To evaluate effects on microbiota composition and 
protein fermentation products, feces will be collected daily. To evaluate effects on intestinal function, 
ileal digestibility and digesta protein fermentation products, a sub-set of piglets is dissected for the 
collection of intestinal tissues and digesta samples. Overall performance is evaluated by measuring 
body weight gain and feed intake, and by registering daily clinical health. 

Appendix 2: Digestibility experiment with young pigs 
In this type of anima! procedure, pigs are fed with diets differing in fiber and protein fractions, as 
expected within circular agriculture systems and effects on digestive processes, such as digesta 
transit, nutrient digestibility, and microbial colonization are evaluated. Pigs are fed these diets and 
fecal samples are collected for evaluating total tract digestion. Subsequently, pigs are housed 
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individually and frequently fed to obtain steady-state conditions in the gastro-intestinal tract. 
Thereafter, pigs are dissected for the collection of digesta and tissue samples along the gastro-
intestinal tract to determine ileal nutrient digestibility and passage kinetics. 

3.4.3 Describe the coherence between the different components and the different steps of the project. 
1f applicable, describe the milestones and selection points 

The experiments described in the appendices all relate to the effects of changed dietary composition 
(related to circular agriculture) and are conducted in parallel. 
The effects of a poorer protein digestion and the (interacting) effect of sanitary conditions on 
intestinal function and health in piglets are evaluated in appendix 1. This basic knowledge will 
increase our understanding of how an increased use of feed resources with a poorer protein 
digestibility will affect intestinal function in piglets. 
The effects of diets with a changed composition on digestive processes are evaluated in appendix 2 
and will increase our understanding and prediction of small intestinal digestion and fermentation of 
unconventional feed resources which is required for designing future pig feeds. 
Intestinal tissue samples upon dissection will be collected in appendix 2 (depending on dietary 
contrast). An important selection step is to decide to evaluate the potential effects of diets in 
appendix 2 on intestinal function. This depends on the results obtained in appendix 1. If protein 
fermentation indeed affects intestinal function as evaluated in appendix 1, then it is of importance to 
include measurements on intestinal function in appendix 2 as well. 

Milestones include knowledge on how protein fermentation and environmental conditions relate to 
intestinal function and health of piglets and quantitative digestibility and passage behavior data of 
novel/changed diets for pigs. 

3.4.4 List the different types of animal procedures. Use a different appendix 'description animal procedures' 
for each type of animal procedure. 

Serial number 	 Type of animal procedure 
1 	 Dietary experiment with piglets under different 

sanitary conditions 
2 	 Digestibility experiment with young pigs 

Pag. 7 / 7 




