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Einleitung

1 Einleitung

Der Einsatz von Futterzusatzstoffen und auch von FEinzelfuttermitteln mit besonderer
biologischer Aktivitit gewinnt zunehmend an Bedeutung in der Mastgefliigelproduktion. Die
stetig steigende Nahrungsnachfrage bei gleichzeitiger Nahrungsmittelknappheit, das Verbot
der antibiotisch wirksamen Leistungsforderer in der Europdischen Union im Jahr 2006 und
die erhohte Nachfrage des Verbrauchers nach sicheren Lebensmitteln aus artgerechter
Tierhaltung haben dazu beigetragen, dass Futteradditive vermehrt eingesetzt werden, um die

Tiergesundheit zu verbessern und gleichzeitig eine effiziente Tierproduktion zu ermdglichen.

Mannanoligosaccharide (MOS) und (1—3), (1—6)-B-D-Glucane sind Bestandteile der
Hefezellwand und wurden in mehreren in vivo Studien beim Masthuhn untersucht. Durch den
Einsatz von MOS aus der Hefe Saccharomyces cerevisiae konnte die Population von
Escherichia coli reduziert und die Population der Laktobazillen und Bifidobakterien in den
Caeca von Masthiihnern erhéht werden (Baurhoo ef al. 2007, Baurhoo et al. 2009). Es liegen
jedoch bisher keine Untersuchungen von Effekten von Hefezellwandbestandteilen auf die
Zusammensetzung und Aktivitdt der Mikrobiota im Kropf von Masthiihnern vor. Die B-
Glucane fungieren als Immunmodulatoren und kénnen das angeborene (Lowry et al. 2005)
und erworbene Immunsystem von Hithnern (An ef al. 2008, Zhang et al. 2008) beeinflussen.
Dariiber hinaus fiihrt der FEinsatz von Hefezellwandbestandteilen zu verbesserten
zootechnischen Leistungen der Masthiihner (Hooge 2004, Hooge und Conolly 2011). In Threr
Gesamtheit sind die Ergebnisse der verschiedenen Studien jedoch uneinheitlich. Die
unterschiedlichen Hefezellwandpridparate unterliegen individuellen Herstellungsprozessen
und unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Gehalte an B-D-Glucanen und MOS (Ganner et al.
2013) und folglich in ihrer Wirkungsweise im Tier. Das ldsst eine Vereinheitlichung der

Effekte von Hefezellwandpréiparaten nicht zu.

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung sollte der Effekt eines Hefezellwandproduktes
auf die zootechnische Leistung, die Zusammensetzung und Aktivitdt der Mikrobiota entlang
des Gastrointestinaltraktes sowie auf verdauungsphysiologische und immunologische
Parameter von Masthiihnern untersucht werden. Die Untersuchung von Dosis-

Wirkungsbeziehungen stand hierbei im Fokus der Arbeit.
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2 Literaturiibersicht

2.1 Mastgefliigel

2.1.1 Wirtschaftliche Bedeutung von Mastgefliigel

Die Mastgefliigelproduktion erfahrt aufgrund einer stetig steigenden Weltbevolkerung und
dem damit implizierten steigenden Nahrungsbedarf eine zunehmend groBere Rolle und
wichst stetig. Schitzungen der Vereinten Nationen zufolge wird die Weltbevolkerung in den
kommenden vier Jahrzehnten um zwei Milliarden Menschen ansteigen (DESA 2011). In der
Fleischindustrie stellt die Gefliigelfleischproduktion einen duflerst schnell wachsenden Sektor
dar, der im Jahr 2000 weltweit 25 % der gesamten Fleischproduktion ausgemacht hat (Apata
2009). Der Pro-Kopf-Verbrauch sowie die Erzeugung von Gefliigelfleisch weist dabei sowohl
in der Europdischen Union als auch in Amerika in den letzten Jahren einen steigenden Trend
auf (Tabelle 1 und Tabelle 2).

Tabelle 1: Erzeugung von Hahnchen in der Européischen Union und den USA (ZDG 2013)

Héhnchen [1000 t]

2009 2010 2011 2012
EU-27 9160 9478 9639 9914
USA 15935 16563 16694 16621

Tabelle 2: Pro-Kopf-Verbrauch von Hihnchenfleisch in der Europédischen Union und
Amerika (ZDG 2013)

Héahnchen [kg]

2009 2010 2011 2012 v
EU-27 17,1 17,4 17,6 17,8
USA 42,1 43,4 43,6 42,2
Brasilien 40,4 46,4 47,9 46,7
Mexiko 29,1 29,7 30,3 30,7

v = vorlaufig

Um dieser steigenden Nachfrage gerecht zu werden, sind weiterhin Tierhaltungssysteme mit
hohen Besatzdichten iiblich, die ein erhohtes Risiko von Infektionskrankheiten nach sich
ziehen (Kogut und Klasing 2009). Demzufolge wird in der heutigen Gefliigelproduktion nach
Moglichkeiten zur Verbesserung der Tiergesundheit und dadurch zu einer Verbesserung der

zootechnischen Parameter der Tiere gesucht (R6he 2013).
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2.1.2 Bedeutung von Futterzusatzstoffen und Einzelfuttermitteln

Antimikrobiell wirksame Leistungsforderer wurden in den letzten Jahrzehnten in der
Erndhrung landwirtschaftlicher = Nutztiere eingesetzt, um die Mikrobiota im
Gastrointestinaltrakt zu beeinflussen (Ferket er al. 2002) und die zootechnische Leistung der
Tiere zu verbessern (Huyghebaert et al. 2011). Neben den fiir die Tierproduktion sichtbaren
forderlichen Effekten wie einer Verbesserung des Futteraufwandes (Miles et al. 1984), der
Lebendmasseentwicklung (Moore et al. 1946, Miles et al. 1984, Woodward et al. 1988), der
Mortalitdtsrate und der Produktionskosten (Ferket 2004) kann der Einsatz von
subtherapeutischen Dosierungen von antimikrobiell wirksamen Leistungsforderern im Futter
bei landwirtschaftlichen Nutztieren jedoch zu bakteriellen Resistenzen fiihren, die fiir den
Menschen ein Risiko darstellen (Wegener 2003, Apata 2009). Es wurde in Studien
festgestellt, dass durch ein Verbot oder reduzierten Einsatz von antimikrobiell wirksamen
Leistungsforderern die Resistenz von Enterococcus faecium gegen Avilamycin und
Virginiamycin in Broilern deutlich gesenkt werden konnte (Aarestrup et al. 2000, Aarestrup
et al. 2001). Aufgrund dieser Erkenntnisse wurden im Hinblick auf die Sicherheit der
menschlichen Gesundheit die antimikrobiell wirksamen Leistungsférderer mit Wirkung vom
01.01.2006 in der Européischen Union von der Européischen Kommission auf Grundlage des
Artikel 11 der Verordnung (EG) Nr. 1831/2003 verboten (EP 2003). Auf der einen Seite fiihrt
dieses Verbot in intensiven Tierhaltungssystemen zu einer Verminderung einer
unkontrollierten Ausbreitung von antibiotikaresistenten Genen, jedoch sind auf der anderen
Seite die Tiere einer vermehrten Anzahl von pathogenen Bakterien ausgesetzt, die
gesundheitliche Risiken fiir den Mensch und das Tier darstellen (Ganner und Schatzmayr
2012) und durch die gastrointestinalen Probleme zu EinbufBlen in der Leistung der Tiere
flihren konnen (Becker 2005). Daher sind die Wissenschaft und die Gefliigelwirtschaft
bestrebt, nach addquaten Alternativen fiir die antimikrobiell wirksamen Leistungsforderer zu
suchen, um weiterhin eine gleichwertig effiziente Tierproduktion zu ermdglichen und die
Tiergesundheit zu stabilisieren (Ferket e al. 2002, Dibner und Richards 2005, Gunal et al.
2006, Huyghebaert et al. 2011).

Dabei finden Futteradditive in der Tierernihrung Anwendung, um neben einer
Qualitétssteigerung des Futters und der Endprodukte der Tierproduktion eine Steigerung der
Leistung und Gesundheit der Tiere zu erzielen (Mader 2011), wobei Futterzusatzstoffe als
auch Einzelfuttermittel oftmals nicht die Effektivitdit von antimikrobiell wirksamen
Leistungsforderern erreichen (Hahn et al. 2006, McCann et al. 2006, Ashayerizadeh et al.
2009). Alle Hefen und deren Teile, die aus Saccharomyces cerevisiae gewonnen werden [...],
zahlen gemill der Verordnung (EU) Nr.68/2013 zu den Einzelfuttermitteln, wihrend
Futterzusatzstoffe in der Verordnung (EG) Nr. 1831/2003 definiert sind (EP 2003, EK 2013).

Generell muss davon ausgegangen werden, dass sdmtliche Zusatzstoffe und Pronéhrstoffe
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eine deutlichere Wirkung auf die Tiere ausiiben, wenn die Leistung vermindert ist, das Futter
einen geringen Niahrwert aufweist, der Gesundheitsstatus der Tiere oder die
Umweltbedingungen ungiinstig sind (Wenk 2005).

2.2 Hefezellwandpriparate

2.2.1 Aufbau und Struktur der Hefezellwand

Die Hefezellwand stellt ein stabiles Konstrukt dar, welches iiberlebensnotwendige Funktionen
fir den lebenden Hefeorganismus tbernimmt (Klis et al. 2006). Die Zellwand macht
zwischen 15 - 30 % der Hefetrockenmasse aus (Orlean 1997). Folgende Polysaccharide und
Proteine formen als Hauptkomponenten die Hefezellwand, welche aus zwei verschiedenen
Schichten besteht (Osumi 1998):

1. Die innere Schicht der Zellwand besteht aus (1—6)-B-D-Glucan, (1—3)--D-Glucan
sowie Chitin, welche iiber kovalente Bindungen miteinander verbunden sind.

2. Die duBlere Schicht besteht aus Mannoproteinen, die die Oberfliche der Zellwand
charakterisieren und mit den Bestandteilen der inneren Zellwandschicht

Verkniipfungen eingehen.

Die Hefezellwand besteht neben diesen Hauptkomponenten in geringen Anteilen aus
Melanin, Polyphosphaten, anorganischen Ionen, Lipiden (Farka$ 2003) und aus Glykogen als

ein Reservepolysaccharid fiir die Energiegewinnung des Hefeorganismus (Jahrig 2007).

2.2.2 Hefezellwandbestandteile von Saccharomyces cerevisiae

Die Zellwand der Hefe setzt sich zu 85 -90 % aus Polysacchariden und zu 10 - 15 % aus
Proteinen zusammen (Jahrig 2007). In der Literatur lassen sich verschiedene Angaben

hinsichtlich der prozentualen Mengenverhiltnisse der einzelnen Hefezellwandbestandteile
finden (Tabelle 3):

Tabelle 3: Hauptbestandteile der Hefezellwand von Saccharomyces cerevisiae

Komponente % Anteil der Zellwandtrockenmasse

(Lipke und Ovalle 1998) (Klis et al. 2002)  (Klis et al. 2006)
Mannoprotein 40 35-40 30-50
(1—6)-B-D-Glucan 10 5-10 5-10
(1—-3)-B-D-Glucan 50 50 -55 30-45
Chitin 1-3 1-2 1,5-6

Die Mengenverhiltnisse der einzelnen Bestandteile konnen dabei aufgrund von &dufleren
Einfliissen, unterschiedlichen Wachstumsphasen, Produktionsprozessen oder genetischer

Herkunft der Hefe variieren (Farka§ 2003, Ganner et al. 2013). In einer weiteren Studie
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konnte gezeigt werden, dass bei der Alkoholfermentation fiir die Weinproduktion durch den
Einsatz von verschiedenen Saccharomyces cerevisiae Stimmen und unterschiedlichen
Fermentationsbedingungen die Freisetzung von Polysacchariden beeinflusst werden kann
(Giovani et al. 2010).

B-D-Glucane
Als Polymere der Glucose sind die B-D-Glucane aus D-Glucose Molekiilen aufgebaut und

durch B-glycosidische Verbindungen miteinander verkniipft. Die B-D-Glucane aus der
Zellwand von Hefen wie Saccharomyces cerevisiae bestehen aus einer langkettigen, wenig
verzweigten (1—3)-B-D-Glucan- sowie einer kurzkettigen, stark verzweigten (1—6)-B-D-
Glucanfraktion (Klis et al. 2002, Jahrig 2007). Im Gegensatz dazu beinhalten Hafer- und
Gerstezellwdnde unverzweigte (1—3)-f-D-Glucan- und (1—4)-B-D-Glucanfraktionen,
Zellwénde von Pilzen kurzkettige (1—3)-B-D-Glucane und (1—6)-p-D-Glucane sowie einige
Bakterien lineare (1—3)-B-D-Glucane (Volman et al. 2008). Die (1—3)-f-D-Glucane der
Hefen fungieren dabei zusammen mit Chitin als Strukturbildner und Stabilisatoren der
Hefezellwand (Farka§ 2003). Die (1—6)-B-D-Glucane sind fiir die strukturelle Organisation
der Hefezellwand verantwortlich, indem diese Verbindungen mit (1—3)-B-D-Glucanen,
Chitin und den Mannoproteinen eingehen (Kollar ef al. 1997) und somit die Komponenten der

inneren und dufleren Zellwand miteinander verbinden (Lipke und Ovalle 1998).

Mannoproteine

Einen weiteren wichtigen Bestandteil stellen die Mannoproteine dar, die zu den
Glycoproteinen gezéhlt werden (Darpossolo et al. 2012). In dieser Kohlenhydrat-
Proteinverbindung gehen die Mannane eine kovalente Verknlipfung mit den
Aminosdureresten ein. Die Mannane sind Polymere der Mannose und machen zwischen 50 -
95 % der Gesamtmasse der Glycoproteine aus (Lipke und Ovalle 1998, Jahrig 2007). Die
Mannoseelemente sind a-(1—6)-glycosidisch miteinander verbunden und beinhalten teilweise

a-(1—2)- und a-(1—3)-Verzweigungen (Jahrig 2007).

Chitin

Bei dem in der Hefezellwand vorkommenden Chitin handelt es sich um ein Polymer des N-
Acetylglucosamins und macht mit ca. 1-6 % der Zellwandtrockenmasse (Tabelle 3) einen

geringen Anteil der Hefezellwand aus (Klis et al. 2002, Aguilar-Uscanga und Francgois 2003).
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2.2.3 Einsatz von Hefezellwandbestandteilen in der Tiererndhrung

Hefezellwandpriparate haben in den letzten Jahren in der Tiererndhrung an Bedeutung
zugenommen und finden in der Erndhrung von diversen landwirtschaftlichen Nutztieren
Anwendung. In der Literatur finden sich kontroverse Ergebnisse hinsichtlich der Verwendung
von Hefezellwandbestandteilen. Studien zufolge fiihrt der Einsatz von B-D-Glucanen und
MOS der Hefe Saccharomyces cerevisiae sowohl in der Schweine- als auch in der Fisch-,
Kaninchen- und Rinderhaltung zu einer Verbesserung der zootechnischen Leistungen (Dritz
et al. 1995, Davis et al. 2002, Miguel et al. 2004, Li et al. 2006, Refstie et al. 2010, Zhao et
al. 2012, Rodriguez-Estrada et al. 2013), zu einer Beeinflussung des Immunsystems (Franklin
et al. 2005, Li et al. 2006, Nochta et al. 2009, Che et al. 2012), der Nahrstoffverdaulichkeit
(Hahn et al. 2006, Nochta et al. 2010, Bovera et al. 2012, Zhao et al. 2012) sowie im
Gastrointestinaltrakt der Tiere (Mourdo et al. 2006, Dimitroglou et al. 2010, Refstie et al.
2010). Demgegeniiber konnte in weiteren Studien gezeigt werden, dass die Leistung
(Dimitroglou et al. 2010), das Immunsystem (Dritz et al. 1995, Hiss und Sauerwein 2003)
sowie die Mikrobiota im Gastrointestinaltrakt von Nutzieren bei einer Supplementierung nicht
beeinflusst wurden (Terré et al. 2007) oder es sogar zu einer numerisch verminderten

Leistung kommen kann (Sauerwein et al. 2007).

Dariiber hinaus konnten Hefezellwandbestandteile in der Erndhrung von Haustieren in den
Vordergrund riicken, indem sie die Darmintegritit der Tiere verbessern (Middelbos et al.
2007). In einer Studie mit vier gesunden, erwachsenen Hiindinnen konnte durch die Zugabe
von verschiedenen Dosierungen eines Hefezellwandprédparates der Hefe Saccharomyces
cerevisiae eine tendenziell verbesserte ileale Verdaulichkeit und eine linear verminderte
Besiedlung von Escherichia coli in der Digesta gegeniiber den unsupplementierten Tieren
beobachtet werden (Middelbos et al. 2007). Weitere Studien bestdtigen eine positive
Beeinflussung der intestinalen Mikrobiota sowie des Immunsystems durch den Einsatz von
MOS der Hefe Saccharomyces cerevisiae bei Hunden (Swanson et al. 2002, Grieshop et al.
2004).
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2.3 Autfbau, Funktion und Mikrobiota des avidren Verdauungstraktes

Der anatomische Aufbau des Verdauungsapparates von Galliformen weist folgende
Unterschiede zu dem der Saugetiere auf (Konig et al. 2009):

¢ Ausbildung eines Schnabels

e Fehlende Trennung von Mund- und Schlundkopthéhle durch ein Gaumensegel
e Abwesenheit von Zdhnen, Lippen und Backen

e Existenz eines Kropfes

e Vorhandensein eines Driisen-Muskelmagens, zweier Blindddrme und einer Kloake.

Die aufgenommene Nahrung passiert den Verdauungstrakt mit einer Dauer von circa zehn
Stunden im Vergleich zu anderen landwirtschaftlichen Nutztieren schnell, was auf eine hoch
effiziente Verdauung und Absorption der Nahrung schlieBen ldsst (Larbier und LeClercq
1994). Einer Studie zufolge lassen sich folgende mittlere Retentionszeiten der Digesta bei
einer roggenbasierten Didt mit unterschiedlich supplementierten Fettarten im
Gastrointestinaltrakt von 24 Tage alten Broilern finden (Tabelle 4):

Tabelle 4: Mittlere Retentionszeiten im Gastrointestinaltrakt von Broilern (Déanicke et al.
1999)

Segment im GIT Kropf Migen Duodenum Jejunum Ileum  Caeca Rektum

Retentionszeit [min] 41 -60 18-58 8-18 84 -110 104-140 50-77 23-36
Totale mittlere Retentionszeit [h] 6,4 - 8,3

2.3.1 Oberer Verdauungstrakt

Der Schnabel besteht aus Keratin und erlaubt neben einer Selektion iiber Tastpapillen eine
mechanische Zerkleinerung der Nahrung. In dem sich anschlieBenden Oropharynx liegen
verschiedene Speicheldriisen. Diese geben bei der Nahrungsaufnahme mukdsen Speichel ab,

der fiir die Einweichung und Befeuchtung der Nahrungsbestandteile erforderlich ist.

Ein dehnbarer Osophagus verbindet die Mund- und Schlundkopfhéhle mit dem Driisenmagen
und erweitert sich vor dem Eintritt in die Brusthohle zu einer sackartigen Aushéhlung, dem
Kropf. Dieser dient als ein tempordrer Nahrungsspeicher, in dem die Nahrung eingeweicht
wird und schwer fermentierbare Bestandteile vorverdaut werden (Konig et al. 2009). Zudem
bestimmt der Kropf die Passagerate der Nahrung, die von dem Fiillungszustand des Magens,
der Partikelgrofle und dem Feuchtigkeitsgrad der Nahrung abhéngig ist (Larbier und LeClercq
1994). Informationen zu der bakteriellen Besiedlung im Kropf von Masthiihnern sind bisher
begrenzt und unterliegen Verdnderungen durch die Gabe verschiedener Didten (Rehman ef al.
2007). In Studien wurden pH-Werte der Digesta im Kropf zwischen 4,6 - 6,5 gemessen
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(Hinton et al. 2000, Jozefiak et al. 2006), wobei auch pH-Werte der Kropfdigesta zwischen
10 - 25 beschrieben sind (Rehman et al. 2008). Laktobazillen dominieren als grampositive,
fakultative Anaerobier mit Konzentrationen zwischen 10® bis 10° KbE/g Inhalt im Kropf von
Masthiihnern (Rehman et al. 2007). Daneben konnen auch Bifidobakterien, Enterobakterien,
grampositive Kokken, Enterokokken sowie Clostridien im Kropf von Masthiihnern detektiert
werden (Dénicke et al. 1999, Hinton et al. 2000, Gong et al. 2007, Goodarzi Boroojeni et al.
2014). Neben der Milchsdure mit Konzentrationen zwischen 3,4 - 80,4 umol/g Digesta sowie
Ammonium werden auch kurzkettige Fettsduren als bakterielle Metaboliten im Kropf von
Broilern produziert, wobei die Essigsdure mit Konzentrationen von 3 - 14 pumol/g Digesta
neben der Propion-, Butter- und Valeriansdure vorrangig vorliegt (Jozefiak et al. 2006,
Rehman et al. 2008, Goodarzi Boroojeni et al. 2014).

Der Driisenmagen schiebt nach kurzer Verweildauer die Nahrung in den Muskelmagen und
zeichnet sich durch seine zahlreichen Schlauchdriisen aus, die bei der Nahrungsaufnahme das
proteolytische Enzym Pepsinogen, Salzsdure sowie den ,intrinsic factor als
Resorptionsvektor fiir das Vitamin B, sezernieren (Konig et al. 2009). Der Muskelmagen
nimmt mit seiner stark ausgebildeten Muskelschicht eine mechanisch zerkleinernde Funktion
ein. Dariliber hinaus finden dort mit Hilfe der Sekrete aus dem Driisenmagen erste
Aufspaltungs- und Verdauungsprozesse statt (Larbier und LeClercq 1994). Durch den im
Magen vorherrschenden niedrigen pH-Wert von 3,1 - 4,4 (Jozefiak et al. 2006, Rehman et al.
2008) wird der Eintritt von Pathogenen in den unteren Verdauungstrakt verhindert (Rehman
et al. 2007). Die bakterielle Besiedlung dhnelt jener im Kropf (Rehman ef al. 2007), wobei
die bakterielle Fermentationsrate niedriger ist (Jozefiak et al. 2006, Goodarzi Boroojeni ef al.
2014).

2.3.2 Unterer Verdauungstrakt

Der dreiteilige Diinndarm als Hauptverdauungs- und Resorptionsort von Vogeln ist im
Vergleich zu Sédugetieren kiirzer, deren einzelne Abschnitte sich strukturell nicht wesentlich
unterscheiden (Konig et al. 2009). Das Duodenum als u-formige Schleife endet hinter dem
Gallen- und Pankreasgang und umbhiillt mit seinen beiden Schenkeln das Pankreas. Das sich
anschlieBende Jejunum endet mit dem Meckel-Divertikel als ein Rest des embryonalen
Dottersackganges und fiihrt in das Ileum, welches am ileocaecalen Ubergang abschlieBt
(Konig et al. 2009). Die Gallenfliissigkeit in Form von Gallensalzen und Phospholipiden ist
fiir die Fettemulsion und Vitaminresorption notwendig, wihrend das Pankreassekret in Form
von Endo- und Exopeptidasen, Trypsinogen, Amylasen und Lipasen fiir die Aufspaltung von
Proteinen, Kohlenhydraten und Fetten zustindig ist. Daneben sezerniert die
Diinndarmschleimhaut weitere Enzyme, die Oligosaccharide hydrolisieren (Larbier und

LeClercq 1994), wohingegen eine bakterielle Fermentation von komplexen Kohlenhydraten
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im Diinndarm aufgrund der schnellen Passagezeit der Digesta nur begrenzt stattfindet
(Rehman et al. 2007). Durch diese schnelle Passagerate, die Verdiinnung durch Gallen- und
Pankreassekrete und einem niedrigen pH-Wert ist die bakterielle Besiedlung im Duodenum
gering, welche sich in den unteren Diinndarmabschnitten aufgrund einer verringerten
Enzymaktivitit und dekonjugierter Gallensduren wieder erhoht (Rehman et al. 2007). In der
Literatur werden pH-Werte im Diinndarm von Masthiihnern zwischen 5,6 - 7,8 beschrieben
(Jozefiak et al. 2006, Yang et al. 2008c, Walk et al. 2012). Dieser pH-Wert-Anstieg des aus
dem Magen kommenden Chymus entsteht, indem Bikarbonat als Puffer aus dem
Pankreassekret in das Diinndarmlumen sezerniert wird und dadurch die Enzymaktivitét
gewihrleistet wird (Larbier und LeClercq 1994). Im Ileum dominieren die Laktobazillen und
es lassen sich coliforme Bakterien sowie Enterokokken hédufig nachweisen (Engberg et al.
2002, Yang et al. 2008c), wobei auch obligat anaerobe Clostridien, Enterobakterien und
Bifidobakterien zugegen sind (Goodarzi Boroojeni et al. 2014). Die Konzentration von
bakteriellen Metaboliten im Diinndarm ist im Vergleich zu den Blinddarmen niedriger
(Rehman et al. 2007). Vergleichbar mit dem Kropf finden sich in der Literatur weite
Konzentrationsspannen von Laktat zwischen 3,6 - 53,4 pumol/g Ileumdigesta sowie Essigsdure
als tiberwiegend vorkommende kurzkettige Fettsdure (Engberg et al. 2002, Jozefiak et al.
2006, Rehman et al. 2008, Yang et al. 2008c, Goodarzi Boroojeni ef al. 2014).

Die hochste Dichte bakterieller Besiedlung findet sich in den beiden Blindddrmen von
Masthiihnern (Rehman et al. 2007), die sich an das Ileum anschlieen. Dabei spielt die dullere
Umgebung sowie die Diit fiir die Entwicklung der Diversitit der Mikrobiota in den Caeca
eine grofle Rolle (Svihus et al. 2013). In den Blindddrmen findet neben der Elektrolyt- und
Wasserabsorption die Fermentation von Kohlenhydraten und Harnsdure durch die dort
vorliegende Mikrobiota zu kurzkettigen Fettsduren und Ammonium statt (Svihus ef al. 2013).
In den Caeca erwachsener Broiler lassen sich mehr Anacrobier als im Ileum nachweisen,
wobei Clostridien und Milchsdurebakterien neben coliformen Bakterien, Enterokokken und
Bifidobakterien quantitativ hiufig nachgewiesen werden (Engberg et al. 2002, Yang et al.
2008c, Goodarzi Boroojeni et al. 2014). Weiterhin bestehen hohe Konzentrationen an
kurzkettigen Fettsduren (Jozefiak et al. 2006, Yang et al. 2008c) und Ammonium (Rehman ef
al. 2008, Goodarzi Boroojeni et al. 2014) sowie niedrige bis nicht nachweisbare
Laktatkonzentrationen (Engberg et al. 2002, Rehman et al. 2008) in den Caeca von
Masthiihnern. Dabei weist Acetat die hochsten Konzentrationen auf, wohingegen die
Propionat- und Butyratkonzentrationen in Abhéngigkeit von der Diét variieren (Engberg et al.
2002, Jozefiak et al. 2006, Rehman et al. 2008, Yang et al. 2008c). Einige pH-Wert-
Messungen der Caecadigesta zeigen Werte zwischen 6,1 - 7,1 (Jézefiak ef al. 2008, Rehman
et al. 2008). Hinter dem Rektum liegt die Kloake als letzter Bestandteil des
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Gastrointestinaltraktes, tliber welche Digesta und unl6sliche Harnsalze zusammen

ausgeschieden werden.

2.4 Wirkungen von Hefezellwandbestandteilen im aviiren Gastrointestinaltrakt

2.4.1 Zusammensetzung und Aktivitiat der Mikrobiota

2.4.1.1 Laktobazillen und Bifidobakterien

Der Effekt von Hefezellwandbestandteilen auf die Zusammensetzung der Mikrobiota im
Gastrointestinaltrakt von Masthiihnern wurde in mehreren Studien untersucht. Die Ergebnisse
sind in zwei Ubersichtstabellen zusammengefasst (Tabelle 5 und Tabelle 6). In einigen
Studien konnte festgestellt werden, dass Hefezellwandbestandteile in der Lage sind, das
Vorkommen der Laktobazillen und der Bifidobakterien im Gastrointestinaltrakt von
Masthiihnern zu steigern (Baurhoo et al. 2007, Vancraeynest et al. 2007, Baurhoo et al. 2009,
Kim et al. 2011, Abdel-Raheem et al. 2012, Gajewska et al. 2012) und somit eine
prébiotische Funktion einnehmen. Dies konnte auch in einer in vitro Studie nachgewiesen
werden (Nakashimada ef al. 2011). Pribiotika werden als unverdauliche
Nahrungsmittelbestandteile definiert, die den gastralen pH-Werten standhalten, nicht durch
Enzyme hydrolysiert oder im Gastrointestinaltrakt absorbiert, durch die intestinale Mikrobiota
fermentiert werden und selektiv das Wachstum und/oder die Aktivitdt gesundheitsfordernder
Mikrobiota im Kolon stimulieren (Gibson und Roberfroid 1995, Gibson et al. 2004). Meist
handelt es sich um Kohlenhydrate, die der Mikrobiota im Gastrointestinaltrakt von
Monogastriern als Energiequelle fiir ihre Fermentationsprozesse dienen (Hajati und Rezaei
2010) und somit die Zusammensetzung als auch die Aktivitdit der Mikrobiota im
Gastrointestinaltrakt beeinflussen konnen. Allerdings sind MOS als Kohlenhydrat-
Proteinkomplexe im Gegensatz zu Fructo- und anderen Oligosacchariden nicht oder mit
geringerer Effektivitit in der Lage, selektiv von vorteilhaften Bakterienspezies fermentiert zu
werden, daraus kurzkettige Fettsduren zu bilden, den pH-Wert zu senken und jene
Bakterienspezies anzureichern (Vickers et al. 2001, Patterson und Burkholder 2003,
Smiricky-Tjardes ef al. 2003, Yang et al. 2008b). In einem Fiitterungsversuch mit 16 Wochen
alten Puten und der Zugabe eines MOS-Priparates wurden keine Verdnderungen hinsichtlich
der Anzahl der Laktobazillen und Bifidobakterien sowie verminderte bakterielle
Fermentationsleistungen in der Caecadigesta nachgewiesen, sodass die Autoren die
Vermutung duflerten, dass MOS unzureichend als Substrat von den Bakterien im

Gastrointestinaltrakt der Tiere fermentiert werden konnen (Zdunczyk et al. 2005).

In einer weiteren Studie mit médnnlichen Masthiihnern in Kleingruppenhaltung konnten mit
der Zugabe von 2 g eines MOS-Produktes pro kg Futter auf Mais-, Soja- und Weizenbasis
keine Unterschiede der Milchsdurebakterien in der Digesta vom Duodenum, Ileum oder den

Caeca am 14. oder 35. Lebenstag im Vergleich zu einer unsupplementierten oder mit
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Bacitracin zugesetzten Fiitterungsgruppe festgestellt werden (Yang et al. 2007). Ahnliche
Erkenntnisse konnten bei einem maisbasierten Fiitterungsversuch mit ménnlichen Broilern bei
der Analyse von Milchsdurebakterien in der Ileumdigesta in der sechsten Lebenswoche mit
der Zugabe von 0,025 % eines B-Glucan-Produktes gezeigt werden (Jozefiak et al. 2008).
Weitere in vivo Versuche bestitigen das Ausbleiben eines vermehrten Vorkommens von
Laktobazillen oder Bifidobakterien im Gastrointestinaltrakt von Masthiihnern durch den
nutritiven Zusatz von Hefebestandteilen (Tabelle 5). Diese kontrdren Ergebnisse
verdeutlichen, dass eine Vereinheitlichung hinsichtlich der prébiotischen Wirkungsweise von

Hefezellwandbestandteilen nicht moglich erscheint.

Laktobazillen sowie Bifidobakterien werden in der Literatur fiir das Tier als giinstige oder
,vorteilhafte intestinale Mikrobiota angesehen (Juven et al. 1991, Patterson und Burkholder
2003, Walter 2008). Einige im avidren Gastrointestinaltrakt vorkommende Laktobazillen
zeichnen sich durch eine hohe Toleranz oder Resistenz gegeniiber avidren Gallensalzen und
aziden pH-Werten aus, wobei caecale Stimme eine hohere Toleranz im Vergleich zu ilealen
Stimmen aufweisen (Jin ef al. 1998). Aus dem Darm von Hiihnern isolierte Laktobazillen und
Bifidobakterien sind unter in vitro Bedingungen in der Lage, verschiedene Salmonellen
Stimme als auch Escherichia coli Serotypen zu inhibieren (Barnes et al. 1979, Jin et al.
1996). Dabei wurden die Produktion von fliichtigen Fettsduren durch die Laktobazillen und
Bifidobakterien und niedrige pH-Werte als moglicher Grund fiir die Hemmung angefiihrt.
Einige dieser Bakterien sezernieren antimikrobiell aktives Wasserstoffperoxid, produzieren
Bakteriozine und Bakteriophagen oder fermentieren Kohlenhydrate zu antimikrobiellen
Substanzen wie kurzkettigen Fettsduren, den es den Milchsdurebakterien erlaubt,
Schleimhautsysteme zu dominieren (Eschenbach et al. 1989, Carr et al. 2002, Gillor et al.
2008). Des Weiteren konnte die orale Gabe eines Lactobacillus salivarius Stammes als auch
dessen Bakteriozine in der Caecadigesta von Hiithnern eine Inhibition von Salmonella
Enteritidis und Campylobacter jejuni bewirken (Pascual et al. 1999, Stern et al. 2000).
Dariiber hinaus zeigte ein Fiitterungsversuch auf Mais-Sojabohnenbasis, dass die orale Gabe
von 0,20% eines Probiotikums (Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei,
Bifidobacterium bifidum und Enterococcus faecium) neben einer veranderten Mikrobiota und
Becherzellmorphologie zu einem erhdhten Muzin-Glycoproteinlevel und einer erhohten
Muzinexpression in Teilen des Diinndarms von 14 Tage alten Masthiihnern gefiihrt hat
(Smirnov et al. 2005). Andererseits sind Laktobazillen und Bifidobakterien in der Lage,
Gallensalze zu dekonjugieren, was wiederum zu einer verminderten Fettverdaulichkeit fithren
kann (Feighner und Dashkevicz 1987).

Kurzkettige Fettsduren und Laktat sind die Hauptendprodukte von bakteriellen

Fermentationsprozessen aus Kohlenhydraten und Proteinen (Salminen et al. 1998). Dabei
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besteht zwischen der Produktion von kurzkettigen Fettsduren im Gastrointestinaltrakt und der
Futterzusammensetzung ein Zusammenhang (Jozefiak et al. 2004). Diese bakteriellen
Metaboliten konnen fiir das Tier vorteilhaft sein, indem die undissoziierte lipophile Form der
fliichtigen Fettsduren eine bakteriostatische Wirkung aufweist (Corrier et al. 1990). In einer
Studie duBerten die Autoren die Vermutung, dass fliichtige Fettsduren die Anzahl von
Enterobakterien im Gastrointestinaltrakt von Broilern reduzieren, indem die bei niedrigen pH-
Werten undissoziiert vorliegenden lipohilen Fettsduren durch die bakterielle Zellmembran
diffundieren, in die dissoziierte Form iibergehen, dadurch Wasserstoffionen und Anionen
freisetzen und den pH-Wert im Zellinneren reduzieren und so die Zerstorung der Zelle
induzieren, wobei auch andere Faktoren wie die Kompetition um Substrate oder
Bindungsstellen, eine Immunmodulation oder andere antimikrobielle Substanzen dafiir
verantwortlich sein konnten (Van der Wielen et al. 2000). Die Laktobazillen wurden nicht
durch die organischen Sduren inhibiert (Van der Wielen et al. 2000). Die Ergebnisse aus zwei
Fiitterungsversuchen mit Broilern lassen darauf schlieBen, dass andere Faktoren als der pH-
Wert und fliichtige Fettsduren bei der Inhibition oder Reduzierung von verschiedenen
Enterobakterien eine Rolle spielen (Spring et al. 2000, Yang et al. 2008b). Im Gegensatz zu
den kurzkettigen Fettsduren, die dariiber hinaus eine Energiequelle fiir das Tier darstellen und
einen trophischen Effekt auf das intestinale Epithel bewirken, ist das aus bakterieller
Proteinfermentation entstehende Ammoniak zelltoxisch (Salminen et al. 1998, Kirchgessner
et al. 1999).

In einigen Fiitterungsversuchen mit Masthiihnern wurde der Effekt von
Hefezellwandbestandteilen auf den pH-Wert der Digesta und die mikrobielle
Stoffwechselaktivitit im Gastrointestinaltrakt untersucht. Dabei konnten itiberwiegend keine
Effekte auf die pH-Werte oder bakteriellen Metaboliten in der Digesta durch die Zugabe von
B-Glucanen oder MOS in verschiedenen Abschnitten des Gastrointestinaltraktes festgestellt
werden (Spring et al. 2000, Jozefiak et al. 2008, Yang et al. 2008b), wohingegen in anderen
in vivo Versuchen mit dem nutritiven Zusatz von Hefezellwandbestandteilen die mikrobielle
Stoffwechselaktivitit und die pH-Werte in der Digesta beeinflusst wurden (Yang et al. 2007,
Yang et al. 2008c).
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Tabelle 5: Mikrobieller Status im Gastrointestinaltrakt von Masthiihnern durch den Zusatz von Hefebestandteilen

Mikrobieller Status
Referenz Alter [d] Préparat Dost)emng Infektions- Probe Laktobazillen Bifidobakterien
[%] versuch

(Abdel-Raheem et al. 21 MOS von S. c. 0,20 St. - 0,05 Em. nein Digesta — Duodenum, Jejunum, -
2012) Ileum, Caeca

42 MOS von S. c. 0,20 St. - 0,05 Em. nein Digesta 1 Duodenum -
(Baurhoo et al. 2007)  28/38 MOS von S. c. 0,20 St. - 0,10 Em. nein Digesta 1 Caecad 38 — Caeca
(Baurhoo et al. 2009) 14/24/34 MOS von S. c. 0,15 St. - 0,10 Em. nein Digesta 1 Caecad 34 1 Caeca d 24/34
(Gajewska et al. 42 HZW von S. c. 0,05 nein Digesta 1 Duodenum -
2012)

42 HZW von S. c. 0,075 nein Digesta — Duodenum -
(Ghosh et al. 2012) 25 HZW von S. c. 0,10 nein Digesta — Duodenum, Jejunum, -

Ileum
25 HZW von S. c. 0,10 nein Mukosa — Duodenum, Jejunum, -
Ileum

52 HZW von S. c. 0,10 ja Digesta | Duodenum -

52 HZW von S. c. 0,10 ja Mukosa 1 Duodenum -
(Khalaji et al. 2011) 42 MOS von S. c. 0,05/0,10/0,15 nein Digesta — Caeca -
(Kim et al. 2011) 28 MOS von S. c. 0,10/0,20 nein Digesta 1 lleum -
(Morales-Lopez et al. 24 HZW von S. c. 0,05 nein Digesta — lleum -
2010)

Em. = Mast-/Endmastfutter; HZW = Hefezellwand; MOS = Mannanoligosaccharide; St. = Starterfutter; S. ¢. = Saccharomyces cerevisiae; —/1/| = keine signifikanten
Verédnderungen/signifikanter Anstieg/signifikanter Abfall.
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Tabelle 5: Mikrobieller Status im Gastrointestinaltrakt von Masthiihnern durch den Zusatz von Hefebestandteilen

Mikrobieller Status
Referenz Alter Priparat Dostemng Infektions- Probe Laktobazillen Bifidobakterien
[d] [%] versuch
(Muthusamy et al. 2011) 25 HZW von S. c. 0,10 nein Digesta 1 Duodenum, Jejunum -
25 HZW von S. c. 0,10 nein Mukosa — Duodenum, Jejunum, -
Ileum
52 HZW von S. c. 0,10 ja Digesta | Duodenum, Jejunum -
52 HZW von S. c. 0,10 ja Mukosa 1 Duodenum, Jejunum, -
Ileum
(Shanmugasundaram et al. 42 Hefezellprodukt (Pichia  0,10/0,20 nein Digesta — Caeca — Caeca
2013) guilliermondii)
(Spring et al. 2000) 10 MOS von S. c. 0,40 ja Digesta — Caeca -
(Vancraeynest et al. 2007) 35 MOS/B-Glucan von S. ¢.  0,05/0,10 nein n.a. 1 Diinndarm bei 0,10 % -
(Yang et al. 2008b) 7/21 MOS von S. c. 0,20 ja Digesta ~ — Jejunum, lleum Caeca -
7/21 MOS von S. c. 0,20 nein Digesta  — Jejunum, Ileum Caeca -
7/21 MOS von S. c. 0,20 ja Mukosa — Jejunum, [leum -
7/21 MOS von S. c. 0,20 nein Mukosa T lleum d 21 -
(Yang et al. 2008a) 7/21 MOS von S. c. 0,20 nein Mukosa 1 Duodenum d 21 -
7/21 MOS von S. c. 0,20 nein Digesta — Ileum, Caeca -
(Yang et al. 2008c) 14 MOS von S. c. 0,20 nein Digesta | lleum -
14 MOS von S. c. 0,10 nein Digesta | Caeca -
14 MOS von S. c. 0,10/0,20 nein Mukosa — Duodenum -

HZW = Hefezellwand; MOS = Mannanoligosaccharide; n.a. = nicht angegeben; S. ¢. = Saccharomyces cerevisiae; —/1/] = keine signifikanten Verdnderungen/signifikanter

Anstieg/signifikanter Abfall.
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2.4.1.2 Enterobakterien

Darmerkrankungen oder Ungleichgewichte der intestinalen Mikrobiota konnen zu hohen
Okonomischen Verlusten in der Gefliigelproduktion fiihren (Hafez 2011). Zudem stellen
einige Vertreter der Enterobakterien wie Salmonella spp. und Escherichia coli neben
Campylobacter spp. als Kontaminanten von rohem Gefliigelfleisch ein gesundheitliches
Risiko fiir den Endverbraucher dar (Zhao et al. 2001).

Neben des préibiotischen Ansatzes besteht die Hypothese, dass Hefezellwandbestandteile anti-
adhésive Eigenschaften besitzen und somit in der Lage sind, die Besiedlung von einigen
Bakterien an der Schleimhaut im Gastrointestinaltrakt von Hithnern zu reduzieren, indem
MOS an filamentdse Strukturen von Bakterien binden. Bei diesen Strukturen handelt es sich
um Mannose-sensitive Typ I Fimbrien, die an der Oberfliche von einigen Bakterien
exprimiert werden. Diese proteinogenen Filamente werden zu den Adhisinen gezéhlt,
kommen bei grampositiven als auch bei gramnegativen Bakterien wie der Familie der
Enterobakterien vor und binden mit ihrem Lektin-bindenden N-Terminus komplementére
Zuckerreste wie Glycoproteine in Zellmembranen (Hess 2003, Selbitz et al. 2010). Dabei
iiberwiegen Mannose-spezifische Lektine auf der Oberfliche von intestinalen Pathogenen
(Newman 1994). Die Mehrzahl der Laktobazillen exprimieren dagegen keine Typ I Fimbrien.
Die Adhdrenz wird durch die Bindung der bakteriellen Adhésine an die mannosehaltigen
Oberflachenrezeptoren des Wirtsorganismus vermittelt und stellt die Voraussetzung fiir die
Kolonisation eines Wirtsorganismus und meist den ersten Schritt im Verlauf einer Infektion
dar (Selbitz et al. 2010). Folglich konnte durch die Zugabe eines Adhésins oder
Rezeptoranalogons die Adhdsion und somit Kolonisation der Bakterien, die Mannose-
spezifische Typ 1 Fimbrien exprimieren, an die Schleimhautoberfliche des
Gastrointestinaltraktes verhindert werden (Peuranen et al. 2006, Ganner und Schatzmayr
2012).

Qualitative in vitro Agglutinationsstudien belegen, dass Mannose als Kohlenhydratstruktur an
Enterobakterien wie Salmonella spp. oder Escherichia coli bindet (Ofek und Beachey 1978,
Oyofo et al. 1989b, Spring et al. 2000). Dabei weisen die bakteriellen Lektine der
verschiedenen Vertreter der Enterobakterien unterschiedliche Zuckerspezifititen auf (Firon et
al. 1984). In einem weiteren in vitro Modell konnte durch ein MOS-Préparat aus der Hefe
Saccharomyces cerevisiae im Vergleich zu einer Mannosekontrolle eine gleichwertige
Inhibition von drei verschiedenen Escherichia coli Isolaten an der Darmschleimhaut von
Broilern beobachtet werden (Peuranen ef al. 2006). In einem quantitativen Bindungsassay mit
verschiedenen Hefederivaten konnte eine Korrelation zwischen dem Mannangehalt und der

Bindungskapazitit von Escherichia coli sowie eine Korrelation zwischen dem Glucangehalt
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und der Bindung von Salmonella Typhimurium gezeigt werden, wobei der
Produktionsprozess der Hefeprodukte im Gegensatz zum Hefestamm einen Einfluss auf die
Bindungskapazitdt hatte (Ganner et al. 2013). Es wird zudem vermutet, dass die Rezeptor-
Adhisin-Koppelung neben dem Gehalt an MOS und Glucanen durch die dreidimensionale
Struktur der Mannoseketten innerhalb der Hefezellwand, die Stammdiversitidt und weitere
nicht spezifische Wechselwirkungen beeinflusst werden kann (Ofek ez al. 2003, Ganner et al.
2013).

Neben in vitro Studien wurden einige Fiitterungsversuche durchgefiihrt, um die Wirkung von
Hefebestandteilen auf die Mikrobiota im Gastrointestinaltrakt von Masthithnern zu
untersuchen. Die Ergebnisse sind in einer Ubersichtstabelle zusammengefasst (Tabelle 6).
Beispielsweise wurde bei der Zugabe von 0,025 % eines [(-Glucan-Produktes kein
Unterschied hinsichtlich der Anzahl der coliformen Bakterien bei einem maisbasierten
Fiitterungsversuch mit mannlichen Broilern in der Ileumdigesta in der sechsten Lebenswoche
festgestellt (Jozefiak et al. 2008). Hingegen konnte durch die Applikation von 2,5 % Mannose
iiber das Tridnkwasser bei zehn Tage alten Broilern eine Reduktion der caecalen Kolonisation
durch Salmonella Typhimurium beobachtet werden (Oyofo et al. 1989a). Eine Reduktion von
coliformen Bakterien mit dem Zusatz von 0,20 % eines MOS-Produktes konnte auch an der
Diinndarmschleimhaut von sieben Tage alten Broilern festgestellt werden (Yang ef al. 2008b,
Yang et al. 2008a). Demgegeniiber haben selbige Autoren in weiteren Fiitterungsversuchen
diese Reduktion von coliformen Bakterien an der Darmschleimhaut nicht bestitigen konnen,
sondern sowohl eine Reduktion als auch einen Anstieg von coliformen Bakterien in der
Darmdigesta ermittelt (Yang et al. 2007, Yang et al. 2008c). Diese kontridren Ergebnisse
heben die Komplexitdit von in vivo Versuchen sowie der Wirkungsweise von

Hefezellwandbestandteilen im Gastrointestinaltrakt von Tieren hervor.

Nichtsdestotrotz  zeigen die vorliegenden Studien das mdgliche Potential der
Hefezellwandbestandteile die Zusammensetzung und Aktivitit der Mikrobiota im
Gastrointestinaltrakt von Masthiihnern zu beeinflussen und so zu einer Verbesserung der

tierischen als auch der menschlichen Gesundheit beizutragen.
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Tabelle 6: Mikrobieller Status im Gastrointestinaltrakt von Masthiihnern durch den Zusatz von Hefebestandteilen

Mikrobieller Status
Referenz Alter [d] Praparat Dosierung Infektions- Probe Escherichia coli Salmonella spp
[%] versuch '
(Abdel-Raheem et al. 21/42 MOS von S. c. 0,20 St. - 0,05 Em. nein Digesta ~ — Duodenum, Jejunum, -
2012) Ileum, Caeca
(Abudabos und 16 MOS von S. c. 0,05 nein Digesta — Ileum* -
Yehia 2013)
32 MOS von S. c. 0,05 ja Digesta — [leum* -
(Baurhoo et al. 2007)  32/35/39 MOS von S. c. 0,20 St. - 0,10 Em. nein Digesta | Caecad 32 -
32/35/39 MOS von S. c. 0,20 St. - 0,10 Em. ja Digesta | Caecad 39 -
(Baurhoo et al. 2009)  14/24/34 MOS von S. c. 0,15 St. - 0,10 Em. nein Digesta | Caecad 34 -
(Gajewska et al. 42 HZW von S. c. 0,05 nein Digesta | Duodenum** -
2012)
42 HZW von S. c. 0,075 nein Digesta | Duodenum** -
(Ghosh et al. 2012) 25 HZW von S. c. 0,10 nein Digesta | Duodenum | Duodenum, Jejunum,
Ileum
25 HZW von S. ¢ 0,10 nein Mukosa 1 Jejunum — Duodenum,
Jejunum, Ileum
52 HZW von S. ¢ 0,10 ja Digesta =~ — Duodenum, Jejunum, | Duodenum, Jejunum,
Ileum Ileum
52 HZW von S. ¢ 0,10 ja Mukosa 1 Duodenum, Jejunum, | Duodenum, Jejunum
Ileum

Em. = Mast-/Endmastfutter; HZW = Hefezellwand; MOS = Mannanoligosaccharide; St. = Starterfutter; S. c. = Saccharomyces cerevisiae; —/1/] = keine signifikanten
Veranderungen/signifikanter Anstieg/signifikanter Abfall; *gramnegative Bazillen; **Enterobakterien.

17



Literaturiibersicht

Tabelle 6: Mikrobieller Status im Gastrointestinaltrakt von Masthiihnern durch den Zusatz von Hefebestandteilen

Mikrobieller Status
i Dosierung Infektions- y .
Referenz Alter [d] Praparat %] versuch Probe Escherichia coli Salmonella spp.
(Khalaji et al. 2011) 42 MOS von S. c. 0,05/0,10/ nein Digesta — Caeca -
0,15
(Kim et al. 2011) 28 MOS von S. c. 0,10/0,20 nein Digesta | lleum -
(Morales-Lopez et al. 24 HZW von S. c. 0,05 nein Digesta — Ileum -
2010)
(Muthusamy et al. 2011) 25 HZW von S. c. 0,10 nein Digesta | Duodenum, Jejunum, | Duodenum, Jejunum,
Ileum lleum
25 HZW von S. c. 0,10 nein Mukosa 1 Duodenum, Jejunum, 1 Duodenum, Jejunum
Ileum
52 HZW von S. c. 0,10 ja Digesta | Duodenum, Jejunum, 1 lleum
Ileum
52 HZW von S. c. 0,10 ja Mukosa 1 Duodenum, Jejunum, — Duodenum, Jejunum,
Ileum lleum
(Shanmugasundaram et 42 Hefezellprodukt 0,10/0,20 nein Digesta | Caeca bei 0,20 % — Caeca
al. 2013) (Pichia guilliermondii)
(Shao et al. 2013) 14/21 B-Glucan von S. ¢ 0,01 ja Digesta - | Caeca
(Spring et al. 2000) 10 MOS von S. c. 0,40 ja Digesta — Caeca*™ | Caeca
(Vancraeynest ef al. 14 MOS/B-Glucan von S. ¢.  0,05/0,10 nein n.a. | Diinndarm* -
2007)
14 MOS/B-Glucan von S. ¢. ~ 0,05/0,10 nein n.a. — Diinndarm**
35 MOS/B-Glucan von S. ¢. ~ 0,05/0,10 nein n.a. | Diinndarm bei 0,10 %** -

HZW = Hefezellwand; MOS = Mannanoligosaccharide; n.a. = nicht angegeben; S. c¢. = Saccharomyces cerevisiae; —/1/] = keine signifikanten Verdnderungen/signifikanter

Anstieg/signifikanter Abfall;*coliforme Bakterien; **Enterobakterien.
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2.4.2 Nihrstoffverdaulichkeit und histologische Veridnderungen an der Darmschleimhaut

Bisher wurden nur wenige Studien zum Effekt von Hefezellwandbestandteilen auf die
Verdaulichkeit von Néhrstoffen bei Masthiihnern durchgefiihrt.

Die meisten Studien zeigen, dass der Einsatz von Hefezellwandbestandteilen bei Masthiihnern
keinen Einfluss auf die ileale oder die Gesamtverdaulichkeit von Rohprotein oder Rohfett hat
(Kumprecht und Zobac 1997, Yang et al. 2007, Yang et al. 2008a, Yang et al. 2008c,
Morales-Lopez et al. 2010). Hinsichtlich der Stirkeverdaulichkeit sind die Ergebnisse
unbestindig. Ein mit weizenbasiertem Futter durchgefiihrter Versuch zeigte eine verbesserte
ileale Stiarkeverdaulichkeit bei der Addition von 2 g eines MOS-Produktes pro kg Futter bei
21 Tage alten Hiihnern (Yang et al. 2008a). In einem anderen Versuch konnte hingegen keine
abgesicherte Beeinflussung auf die Gesamtverdaulichkeit von Stirke durch den Einsatz von
0,10 % oder 0,20 % eines MOS-Produktes beobachtet werden (Yang et al. 2008c).

Erhohte Zottenlingen an der Darmschleimhaut filhren 2zu einer vergrof3erten
Schleimhautoberflache. Diese wird fiir die Absorption und Verdauung von Nahrstoffen in der
Literatur als giinstig betrachtet (Sims et al. 2004, Mourao et al. 2006, Yang et al. 2007, Zhao
et al. 2012). Eine erhohte Kryptentiefe kann Hinweise auf verstirkte Regenerationsprozesse
an der Darmschleimhaut geben, sodass die Naihrstoffe fiir die Regeneration verwendet
werden, als dass sie dem tierischen Organismus fiir das Wachstum zur Verfligung stehen
(Ghosh et al. 2012). Studien bestétigen, dass der Einsatz von Hefezellwandpréiparaten die
Zottenldnge steigert oder die Kryptentiefe von Masthiihnern verringert und parallel die
zootechnischen Leistungen der Tiere verbessert (Santin et al. 2001, Zhang et al. 2005,
Morales-Lopez et al. 2010, Zikic’ et al. 2011). In diesen Studien wurden jedoch keine
Verdaulichkeitsanalysen durchgefiihrt. Andere Studien konnten diese histologischen
Veranderungen hingegen nicht bestitigen (Yang et al. 2007, Ghosh et al. 2012, Munyaka et
al. 2012, Yitbarek et al. 2012). Durch den Einsatz von Hefezellwandbestandteilen konnte
zudem eine vermehrte Dichte oder GroBe der Becherzellen im Gastrointestinaltrakt von
Hiihnern beobachtet werden (Baurhoo et al. 2009, Brimmer et al. 2010, Reisinger et al.
2012). Die von den Becherzellen sezernierten Muzine stellen eine erste wichtige Barriere fiir
Bakterien dar, indem diese als Glycoproteine einige luminale Pathogene binden und somit die
Adhirenz an der Darmschleimhaut verhindern kdnnen (Blomberg et al. 1993, Reisinger et al.
2012). Muzine spielen zudem eine wichtige Rolle bei dem Transport und der Absorption von
Mineralien, wobei eine zu dicke Muzinschicht die Aufnahme in die Epithelzellen wiederum
vermindern konnte (Briimmer er al. 2010). Eine verringerte Zottenlinge und erhdhte
Kryptentiefe geht meist mit einer Reduktion der biirstensaumassoziierten Enzymen einher
(Pluske et al. 1997), die wiederum bei der Verdauung einzelner Nahrstoffe beteiligt sind.
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Dabei konnten erhohte Enzymaktivititen von Maltase und alkalischer Phosphatase an der
Darmschleimhaut von Broilern durch den nutritiven Einsatz von Hefezellwandbestandteilen
beobachtet werden (Iji ef al. 2001, Yang et al. 2008a).

Dartiber hinaus bestehen die Moglichkeiten, dass eine durch MOS verringerte Besiedlung von
Pathogenen an der Darmschleimhaut die Absorption und den Transport von Néhrstoffen
durch die Enterozyten erleichtert (Yang et al. 2008a) oder eine geringe Erosion der
Darmschleimhautoberfliche die Verdaulichkeit von Nahrstoffen begiinstigt (Nochta ef al.
2010). Ebenso konnte eine hohe Bakteriensynthese- und -besiedlung die Verdaulichkeit von
Protein und Energie verringern (Middelbos et al. 2007). In einem Fiitterungsversuch mit
Absetzferkeln wurde mit der Zugabe von 0,10 % - 0,40 % eines MOS-Produktes neben einer
verbesserten ilealen Phosphor- und Kalziumverdaulichkeit eine erhohte Protein- und
Aminosdurenverdaulichkeit ermittelt (Nochta et al. 2010). Die Produktion von kurzkettigen
Fettsduren durch vorteilhafte Bakterien fiihrt zu einem pH-Wert-Abfall der lleumdigesta, was
eine erhohte Proteinhydrolyse und folglich eine verbesserte Protein-, Aminosiuren- als auch
Phosphor- und Kalziumverdaulichkeit ermoglichen konnte (Nochta et al. 2010). Die erhohten
Protein- und Aminosdurenverdaulichkeiten konnten zudem durch einen geringeren
Zellaustausch an der Darmwand oder verminderte endogene Stickstoffverluste entstehen
(Nochta et al. 2010).

2.5 Aufbau und Funktion des avidren Immunsystems

2.5.1 Angeborenes und erworbenes Immunsystem

Das Immunsystem ldsst sich in ein angeborenes und adaptives Immunsystem einteilen und
besteht aus Membranen, Zellen und Molekiilen, die in einem komplexen Zusammenwirken in
der Lage sind, korperfremde Stoffe zu beseitigen. Neben einigen Unterschieden lassen sich
die grundlegenden Funktionen des Immunsystems von Hiithnern mit dem der Sauger
vergleichen, wobei die Kenntnisse iiber die immunologischen Mechanismen im Gegensatz zu

einigen Sdugetieren noch nicht auf dem gleichen Stand sind (Davison 2003).

Physikalische, chemische und mikrobielle Barrieren wie ziliare- und intestinale Peristaltik,
azide gastrale pH-Werte oder die Mukussekretion durch Becherzellen sind Bestandteile des
angeborenen Immunsystems und stellen den ersten Abwehrmechanismus gegen das

Eindringen von Pathogenen dar (Davison ef al. 2008).

Falls korperfremde Molekiile diese natiirlichen Abwehrmechanismen tiberwinden, werden sie
als pathogen-assoziierte molekulare Muster (PAMP) iiber Rezeptoren (PRR) erkannt
(Janeway 1992). PRRs wie Lipopolysaccharid-bindende Proteine oder Mannose-bindende

Lektine werden zu den in Korperfliissigkeiten vorkommenden PRRs gezdhlt, wihrend
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Scavenger-Rezeptoren,  Toll-like-Rezeptoren = oder  Proteinkinase-Rezeptoren  als
zellassoziierte PRRs auf der Zellmembran oder im Zytoplasma von Immunzellen des
angeborenen Immunsystems exprimiert werden (Davison et al. 2008). PAMPs sind
individuelle Strukturen von Mikroorganismen wie Lipopolysaccharide von gramnegativen
Bakterien, doppelstrangige RNA von RNA-Viren oder Mannose und Zymosan als
Bestandteile von Hefezellwianden, die nicht im Wirt vorkommen und somit von den PRRs als
fremd erkannt werden (Kogut und Klasing 2009). Dadurch werden vermehrt Zellen des
angeborenen Immunsystems angelockt, um die Fremdantigene zu eliminieren oder diese den
Zellen des adaptiven Immunsystems zu priasentieren (Kogut und Klasing 2009). Zu diesen
Zellen zihlen die Natiirlichen Killerzellen, Heterophile als das Aquivalent der Neutrophilen
Granulozyten der Sduger, Dendritische Zellen sowie Monozyten und Makrophagen (Davison
et al. 2008). Einer Studie zufolge werden Natiirliche Killerzellen im Knochenmark gebildet,
reifen Thymus-unabhéngig in der Milz und befinden sich als ausgereifte Zellen hauptsichlich
im intestinalen Epithel, um &hnlich zytotoxischer T-Zellen infizierte Zellen iiber den
Haupthistokompatibilitdtskomplex I (MHC I) zu erkennen und zu eliminieren (Gobel et al.
2001, Davison et al. 2008). Heterophile besitzen phagozytierende und degranulierende
Eigenschaften und produzieren nach ihrer Aktivierung Chemokine und proinflammatorische
Zytokine wie Interleukin (IL) 1 und 6 (Kogut et al. 2006, Swaggerty et al. 2009).

Monozyten als phagozytierende Zellen des Blutes stammen von myeloischen Stammzellen
des Knochenmarks ab, die in umliegende Gewebe auswandern und sich dort durch
Wachstumsfaktoren, Zytokine und gewebespezifische Signale zu Makrophagen oder
Dendritischen Zellen weiterdifferenzieren (Qureshi et al. 2000, Davison et al. 2008).
Makrophagen sind in der Lage, Pathogene zu phagozytieren, mikrobizide reaktive
Sauerstoffspezies und Stickstoffoxid zu sezernieren sowie Zytokine und Chemokine
freizusetzen, um weitere Immunmechanismen zu aktivieren (Davison ef al. 2008). Zudem
inkorporieren, verarbeiten und préisentieren Makrophagen und Dendritische Zellen neben den
B-Zellen exogene korpereigene- oder fremde Antigene iiber den MHC II auf ihrer
Zelloberflache und zéhlen daher zu den Antigenprésentierenden Zellen. Im Gegensatz zu den
korpereigenen Antigenstrukturen werden die kdrperfremden Strukturen von dem erworbenen
Immunsystem {iber T-Zell-Rezeptoren der T-Helfer-Zellen (Ty-Zelle) erkannt, die CD4"
Molekiile als Korezeptor auf ihrer Oberfliche exprimieren (Davison et al. 2008). Ty-Zellen
kénnen in Tyl- und Ty2-Zellen eingeteilt werden und vermitteln iiber verschiedene
Zytokinausschiittungen die Produktion von Antikdrpern sowie eine  verstérkte
Phagozytoseaktivitit der Makrophagen und Proliferation von zytotoxischen CDS8" T-Zellen
(Rohe 2013). Endogene korperfremde Antigene werden hingegen liber den MHC 1 auf der
Oberflache von korpereigenen Zellen prédsentiert und iiber T-Zell-Rezeptoren mit dem

Korezeptor CD8" der T-Zellen erkannt, die sich dann zu zytotoxischen T-Zellen
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ausdifferenzieren und die infizierte oder entartete Korperzelle durch Apoptose eliminieren
(Davison et al. 2008). Nach der Aktivierung von CD4" und CD8" T-Zellen differenzieren
diese zu T-Gedichtniszellen, um bei einer Reinfektion eine schnelle Immunantwort auslosen
zu konnen (Erf 2004).

Die Antigenprisentierenden Zellen stellen somit zusammen mit dem Komplementsystem die
Verbindung zum erworbenen Immunsystem dar. Das Komplementsystem besteht aus einer
Vielzahl von Proteinen und Rezeptoren, die durch mikrobielle Oberflichen- oder
Kohlenhydratstrukturen sowie Antigen-Antikorper-Komplexe aktiviert werden und dadurch
Entziindungsreaktionen hervorrufen, die Opsonierung fiir Phagozyten vermitteln, T- und B-
Zellantworten verstirken oder die Zielzellen direkt durch Lyse zerstoren (Carroll 2004,
Davison et al. 2008). Dessen Aktivierung kann dabei iiber drei verschiedene Wege erfolgen:
den klassischen antikdrpervermittelten Weg, den antikdrperunabhéngigen Lektin-Weg sowie
den alternativen Weg. Der Lektin-Weg wird aktiviert, sobald Lektin Proteine PAMPs wie
Mannose oder Reste von N-Acetylglucosamin binden, die auf der Oberfliche von Bakterien,
Viren oder Hefen vorkommen (Davison ef al. 2008). Der alternative Weg kann iiber eine
Vielzahl von Strukturen wie Lipopolysaccharide von Bakterien, Zymosan als Bestandteil der
Hefezellwand, Inulin von Pflanzen oder durch Pilze aktiviert werden (Lachmann und Hughes-
Jones 1984).

Das adaptive oder erworbene Immunsystem besteht aus dem zellvermittelten Immunsystem,
welches vorrangig durch T-Zellen reprédsentiert wird, und dem antikérpervermitteltem
humoralen Immunsystem. Die T-Zellen exprimieren individuelle T-Zell-Rezeptoren und CD3
Rezeptormolekiile auf ihrer Oberfliche, die diesen Zelltyp eindeutig als T-Zelle
charakterisieren (Erf 2004). T-Zellen stammen von hdmatopoetischen Stammzellen aus dem
Knochenmark ab, reifen im Thymus heran und werden dann in sekundidre Lymphorgane wie
der Milz oder das schleimhaut-assoziierte lymphatische Gewebe (MALT) entlassen. Die
humorale Immunantwort hingegen wird durch die B-Zellen vermittelt, die sich aus
hidmatopoetischen Stammzellen des Knochenmarkes entwickeln, in der Bursa Fabricii zu B-
Zellen heranreifen und sich vermehren. Bevor sie in periphere Lymphorgane auswandern und
dort ihre Antigen-Bindungsfdhigkeit durch somatische Mutation verstirken, werden
autoreaktive und defekte Zellen ausselektiert (Tizard 2002). Die Bursa Fabricii ist ein fir
Vogel einzigartiges, hohles sackartiges Gebilde, das iiber einen Kanal mit der Kloake
verbunden ist, einige Wochen nach dem Schlupf die maximale Grofe entwickelt und danach
einer kontinuierlichen Riickbildung unterworfen ist (Tizard 2002). Das Epithel der Bursa
Fabricii ragt faltenformig in das Lumen hinein, in denen mehrere Tausend Lymphfollikel
beherbergt sind und aus iiber 90 % B-Zellen bestehen (Sharma 1997, Tizard 2002). B-Zellen

besitzen membrangebundene spezifische B-Zell-Rezeptoren fiir die Antigenerkennung und
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differenzieren sich nach ihrer Aktivierung zu antikorperproduzierenden Plasmazellen. Um die
B-Zelle zu aktivieren, werden Antigene von den B-Zell-Rezeptoren gebunden, mit Hilfe von
MHC 11 Molekiilen auf der B-Zelle prisentiert und von CD4" Ty-Zellen erkannt, die
wiederum iiber CD40 Rezeptormolekiile der B-Zellen die Antikorperproduktion triggern
(Davison et al. 2008). Vogel besitzen drei verschiedene Antikorperklassen, die
antigenspezifische Produkte der B-Lymphozyten darstellen: die beiden systemischen
Antikorperklassen IgM und IgG sowie die lokal relevanten Antikoérper IgA, die hauptsdchlich
in der Galle sowie intestinalen oder respiratorischen Korpersekreten vorkommen (Tizard
2002, Davison 2003). Das avidre IgM findet sich zusammen mit dem IgY (synonym IgG)
iberwiegend im Serum und wird als initialer Isotyp bei Antigenexposition sezerniert,
wohingegen das IgY nach dem IgM produziert wird und den vorherrschenden Isotyp der
sekunddren Antikorperantwort darstellt (Davison et al. 2008). Die Antikorper binden die
korperfremden Antigene, um eine Immunantwort hervorzurufen, das Komplementsystem zu
aktivieren und andere Immunzellen anzulocken, die die gebundenen Fremdmolekiile zerstéren
(Davison 2003).

2.5.2 Darmassoziiertes lymphatisches Gewebe (GALT)

Das GALT stellt eine erste wichtige Barriere fiir Pathogene aus der Digesta des
Gastrointestinaltraktes dar, weil avidren Spezies strukturierte Lymphknoten fehlen (Caldwell
et al. 2004). Zum einen befinden sich zahlreiche definierte lymphoide Gewebe entlang des
Gastrointestinaltraktes in Form von pharnygealen, dsophagealen, pylorischen, caecalen und
kloakalen Tonsillen, der Bursa Fabricii, den Peyer Platten, lymphoiden Aggregaten in der
Lamina propia sowie dem Meckel-Divertikel (Davison ef al. 2008). Zum anderen sind im
gastrointestinalen Schleimhautepithel Becherzellen und intraepitheliale Lymphozyten (IEL)
lokalisiert. Dariiber hinaus befinden sich Natiirliche Killerzellen, Makrophagen, Dendritische
Zellen, Heterophile sowie T- und B-Lymphozyten in der Lamina propia (Davison ef al. 2008).
Das Immunsystem ist somit bei einer Antigenbesiedlung in der Lage, eine effektive
antigenspezifische IgA Sekretion gegen enterische Pathogene zu initiieren (Muir et al. 2000).
Das GALT zeichnet sich durch die Féhigkeit aus, auf den Grofteil der korperfremden
Bestandteile wie Nihrstoffe oder kommensale Mikroorgansimen keine Immunantwort
auszuldsen und zu tolerieren (Davison et al. 2008). Die Enterozyten kdnnen ebenfalls die
intestinale Immunantwort beeinflussen, indem sie iiber PRRs PAMPs erkennen, iiber eine
MHC I Expression mit CD8" zytotoxischen T-Zellen interagieren und bei einer Inflammation

zur Expression von MHC II Molekiilen angeregt werden kdnnen (Davison ef al. 2008).
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2.6 Immunmodulierende Wirkungen von Hefezellwandbestandteilen

Bei der didtetischen Immunmodulation wird versucht, durch bewusste Supplementierung das
Immunsystem gezielt zu beeinflussen (Korver 2012). Eine addquate Energieversorgung ist
dabei fiir ein funktionierendes und intaktes Immunsystem von grofer Bedeutung (Kaspers
2011). Aminosduren wie Arginin und Methionin, Vitamin A, E und C, mehrfach ungesittigte
n-3-Fettsduren sowie Zink und Selen gelten als wichtige Néhrstoffe fiir die Erhaltung eines
effektiven Immunsystems (Swiatkiewicz et al. 2014). Im Zuge des stetig steigenden Einsatzes
von didtetischen Immunmodulatoren ist daher Vorsicht bei der Beeinflussung von
Immunprozessen geboten und es ist wichtig, den Aufbau und die genauen Mechanismen des
Immunsystems von Hithnern zu kennen, um gezielt neue Immunmodulatoren zu entwickeln

und unerwiinschte Wirkungen zu vermeiden (Korver 2012, Visscher 2013).

B-Glucane als Bestandteile von Hefen, Pilzen und Bakterien weisen immunmodulierende
Eigenschaften auf und gelten als Biomodulatoren, die in Vertebraten Immunantworten
auslosen konnen (Bohn und BeMiller 1995, Brown und Gordon 2003, Brown und Gordon
2005). Diitetisch eingesetzte p-Glucane von Saccharomyces cerevisiae filhren im
Gastrointestinaltrakt von Masthiihnern zu einer erhdhten Immunreaktion gegeniiber Eimeria
acervulina und Eimeria maxima (Cox et al. 2010b). Auch MOS als Bestandteil von
Hefezellwianden konnen das Immunsystem modulieren, indem sie als nicht pathogene
Antigene durch die Immunzellen detektiert werden und das darmassoziierte und systemische
Immunsystem triggern (Ferket et al. 2002). Zudem besteht die Hypothese, dass durch MOS
Mannose bindende Proteine aus der Leber sezerniert werden, Bakterien an diese binden und
die Komplementkaskade in Gang setzen (Newman 1994, Hooge und Conolly 2011). In einer
Fiitterungsstudie mit Broilern wurde beobachtet, dass durch den Einsatz von 0,50 % eines
MOS-Produktes eine durch Hitzestress bedingte Entziindungsreaktion im Gastrointestinaltrakt
abgeschwicht und zudem die Darmintegritit verbessert werden konnte (Ashraf et al. 2013).
Bei der Evaluierung mehrerer Fiitterungsstudien wurde abgeleitet, dass eine Stimulation des
darmassoziierten Immunsystems durch Hefezellwandbestandteile erfolgt, zu einer
nachfolgenden Aktivierung der angeborenen und erworbenen Immunantwort fiihrt und sich
somit positiv auf die Gesundheit und die Leistung der Tiere auswirkt (Kogan und Kocher
2007). Dabei hingt die immunmodulierende Effektivitit der B-Glucane neben der Genetik
und Aufzucht der Tiere von der Herkunft, dem Verkniipfungsgrad- und -muster, der
Loslichkeit, Molekularmasse, Polymerladung, Isolierungs- und Herstellungsmethode,
Dosierung sowie der Art und Dauer der Gabe der B-Glucane ab (Bohn und BeMiller 1995,
Cleary et al. 1999, Shafey ef al. 2001, Volman et al. 2008, Redmond et al. 2010, Ganguly
2013). In der Zeit nach dem Schlupf besitzen Kiiken noch kein vollstindig entwickeltes
Immunsystem, sodass Immunmodulatoren gesucht werden, die in dieser Phase das

Immunsystem unterstiitzen kénnen (Cox et al. 2010a). Andererseits kann der Einsatz von [3-
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Glucanen bei immunkompetenten und gesunden Tieren, die unter hohen Hygienestandards
mit minimalem Infektionsdruck gehalten werden, zu einer unnétig hohen Immunstimulation

mit konsekutiv verminderten Leistungen fithren (Huff ez al. 2006).

Sowohl Mannose- als auch B-Glucanrezeptoren sind bei der Erkennung und Phagozytose von
Hefen und deren Bestandteilen auf der Oberfliche von murinen Makrophagen (Goldman
1988, Giaimis et al. 1993) und humanen Natiirlichen Killerzellen beteiligt (Duan et al. 1994).
In der Literatur sind der Toll-like-Rezeptor 2, der Dectin-1-Rezeptor und der
Komplementrezeptor 3 als transmembrandse Proteine sowie Lactosylceramid als ein
Glykosphingolipid als PRRs auf der Oberfliche von Immunzellen identifiziert worden, die
Glucanfraktionen erkennen (Ross ef al. 1985, Brown und Gordon 2001, Willment et al. 2001,
Taylor et al. 2002, Roeder et al. 2004, Novak und Vetvicka 2008). Das Vorkommen eines
Dectin-1 dhnlichem (-Glucanrezeptors auf der Oberfliche von Heterophilen und
mononukledren Blutzellen von Hithnern konnte in einer weiteren Studie untermauert werden
(Nerren und Kogut 2009). Die Rezeptorspezifititen und genauen Wirkmechanismen der
Immunmodulation durch Hefezellwandbestandteile sind jedoch noch nicht vollstindig

aufgeklért (Ganner und Schatzmayr 2012), besonders im avidren Organismus.

2.6.1 Intestinales IgA

Der Haupteintrag von Mikroorganismen erfolgt zumeist iiber respiratorische, urogenitale und
gastrointestinale Schleimhdute, sodass die antigenspezifische IgA Sekretion eine der ersten
Barrieren gegeniiber Pathogenen darstellt (Wieland et al. 2004). Intestinales IgA fordert die
Integritit des Gastrointestinaltraktes und stellt eine erhohte Absorption von Nihrstoffen
sicher, was wiederum zu einer Verbesserung der zootechnischen Leistung fiihren kann (Zhang
et al. 2008). Studienergebnissen zufolge fiihrt die Interaktion eines beim Haushuhn
identifizierten Ig Rezeptors (GG-pIgR) mit dem IgA Polymer an der Oberfliche der
basolateral gelegenen Epithelzellen zu einer Freisetzung von sekretorischen IgA in das
Schleimhautlumen (Wieland et al. 2004).

In einer Studie mit Mé&usen ergab die orale Gabe von 25 mg von (1—3), (1—6)-B-D-
Glucanen pro Tag einen Anstieg von IELs im Darm bei unveridnderter Anzahl der hepatischen
Lymphozyten, sodass (1—3), (1—6)-B-D-Glucanfraktionen eine wichtige Rolle bei der
Stimulation des darmassoziierten Immunsystems spielen konnen (Tsukada et al. 2003). Bei
Masthiihnern fiihrte der Einsatz von verschiedenen Hefeprodukten der Hefe Saccharomyces
cerevisiae zu einem Anstieg von intestinalem IgA (Tabelle 7). Dabei wurde vermutet, dass
Zuckerbestandteile der Hefezellwédnde als Rezeptorliganden an spezifische PRRs oder MHCs
der Immunzellen binden, Zytokine ausschiitten und die Sekretion von intestinalem IgA durch

Makrophagen und Lymphozyten aus der Lamina propia stimulieren (Zhang et al. 2008,
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Gomez Verduzco et al. 2009b). Neben eines erhohten Vorkommens von intestinalem IgA
konnte auch eine vermehrte Expression von IgA exprimierenden Zellen im Jejunum von 21
Tage alten Masthiihnern, die mit Salmonella enterica serovar Typhimurium oral infiziert
wurden, beobachtet werden (Shao et al. 2013). Ein abgesicherter, mit der Dosis quadratisch
korrelierter Anstieg des Immunglobulins IgG im Serum von 21 und 42 Tage alten Broilern
mit steigender Dosierung eines (1—3), (1—6)-B-D-Glucanproduktes (Zhang et al. 2008)
weist zudem auf eine systemische Immunmodulation hin. Dies kann durch erhdhte
Konzentrationen von trachealem IgA bei der Zugabe eines Hefezellwandpriparates
untermauert werden (Gomez Verduzco ef al. 2009a), wobei dieses Ergebnis in einer anderen

Studie derselben Autoren nicht reproduziert werden konnte (Gémez Verduzco et al. 2009b).

2.6.2 Immunorgangewichte

Der Einfluss von Hefezellwandbestandteilen auf die Immunorgangewichte wurde beim
Haushuhn in mehreren Studien untersucht. Die Ermittlung der Immunorgangewichte ist eine
einfache Erhebung und kann einen Hinweis auf die Bereitstellung lymphoider Zellen wihrend
einer Immunantwort (Zhang et al. 2012) sowie eine verbesserte T- und B-Zellreifung geben
(Chen et al. 2008).

Eine Ubersicht zeigt die Ergebnisse von den Gewichten der Milz, Bursa Fabricii und dem
Thymus durch den nutritiven Einsatz von MOS und B-Glucanen bei Masthiihnern (Tabelle 8).
Bei der Mehrzahl der Studien lieBen sich keine Verdnderungen hinsichtlich der
Immunorgangewichte beobachten. Die Milz spielt eine wichtige Rolle bei der Speicherung,
Reifung und Aktivierung von weillen Blutkérperchen sowie der Produktion von
Immunmediatoren (Redmond et al. 2010). Wihrend in einem Fiitterungsversuch keine
Unterschiede hinsichtlich der Milzgewichte beobachtet wurden, zeigte sich durch den Einsatz
von 0,30% eines Hefezellwandpridparates eine vermehrte  Expression  der
proinflammatorischen IL-1p und IL-6 im Milzgewebe von immunsupprimierten als auch
immunkompetenten Masthiihnern, sodass eine verbesserte systemische Immunprotektion
durch den Einsatz des Hefeproduktes vermutet wurde (Zhang et al. 2012). Eine systemische
Immunmodulation konnte in einer anderen Fiitterungsstudie mit Broilern und der Zugabe

eines Hefezellproduktes nicht beobachtet werden (Shanmugasundaram und Selvaraj 2012).
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Tabelle 7: Immunologischer Status im Gastrointestinaltrakt von Masthiihnern durch den Zusatz von Hefebestandteilen

Immunologischer Status

Referenz Alter [d] Préparat Dosierung [%] Infektionsversuch Probe Intestinales IgA

(Gao et al. 2008) 21/42 Hefekultur von S. c. 0,25/0,50/0,75 nein Gewebe 1 Duodenum

(Gémez Verduzco et al. 2009b) n.a. HZW von S. c. 0,05 nein Digesta — Darm

(Gémez Verduzco et al. 2009a) 21 HZW von S. c. 0,05 nein Mukosa 1 Duodenum

(Shao et al. 2013) 14/21 B-Glucan von S. c. 0,01 ja Mukosa 1 Jejunum

(Zhang et al. 2008) 21/42 B-Glucan von S. c. 0,0025/0,005/0,0075/ nein Digesta 1 Diinndarm
0,01/0,0125

HZW = Hefezellwand; n.a. = nicht angegeben; S. c¢. = Saccharomyces cerevisiae; —/1/] = keine signifikanten Verdnderungen/signifikanter Anstieg/signifikanter Abfall.
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Tabelle 8: Immunorgangewichte von Masthiihnern nach Zusatz von Hefebestandteilen

Immunologischer Status

Referenz Alter [d] Préparat Dosierung [%] Infektionsversuch ~ Thymus  Bursa Fabricii  Milz
(Abdel-Raheem und Abd-Allah 2011) 42 MOS von §. c. 0,20 St. - 0,05 Em. nein — — —
(An et al. 2008) 35 B-Glucan von S. c. 0,025/0,05/0,10 nein - - —
(Awaad et al. 2011) 21/35 HZW von S. c. 0,20 nein - — -
21/35 HZW von S. c. 0,20 ja - - -
(Cox et al. 2010a) 7/14 B-Glucan von S. c. 0,02/0,10 nein - — —
(Elrayeh und Yildiz 2012) 42 B-Glucan von S. c. 0,014 nein - — —
(Guo et al. 2003) 14 B-Glucan von S. c. 0,004/0,002 nein — 1 1
(Houshmand et al. 2012) 42 MOS von S. c. 0,20 St. - 0,10 Em. nein - — —
(Mohamed et al. 2008) 42 MOS von S. c. 0,10 St. - 0,05 Em. nein - — —
(Morales-Lopez et al. 2009) 36 HZW von S. c. 0,05 nein — — —
36 MOS von S. c. 0,0095 nein — — —
36 B-Glucan von S. c. 0,0145 nein — — —
36 MOS + B-Glucan von S. ¢.  0,0095 + 0,0145 nein 1 — —

Em. = Mast-/Endmastfutter; HZW = Hefezellwand; MOS = Mannanoligosaccharide; St. = Starterfutter; S. c. = Saccharomyces cerevisiae; —/1/] = keine signifikanten

Verdnderungen/signifikanter Anstieg/signifikanter Abfall.
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Tabelle 8: Immunorgangewichte von Masthiihnern nach Zusatz von Hefebestandteilen

Immunologischer Status

Referenz Alter [d] Préparat Dosierung [%] Infektionsversuch ~ Thymus  Bursa Fabricii  Milz
(Morales-Lopez und Brufau 2013) 21 HZW von S. c. 0,05 nein - — —
21 HZW von §. c. 0,05 ja - 1 —
(Munyaka et al. 2012) 42 HZW von S. c. 0,02/0,01/0,005 nein - - -
(Sadeghi et al. 2013) 21/42 HZW von S. c. 0,10 nein - — —
21/42 HZW von S. c. 0,10 ja - — —
(Yitbarek et al. 2012) 22 MOS von S. c. 0,20 ja - — —
(Zhang et al. 2008) 21/42 B-Glucan von S. c. 0,005/0,0075 nein 1 1 1
(Zhang et al. 2012) 42 HZW von S. c. 0,30 nein 1 1 —
42 HZW von §. c. 0,30 ja 1 1 —

HZW = Hefezellwand; MOS = Mannanoligosaccharide; S. ¢. = Saccharomyces cerevisiae; —/1/| = keine signifikanten Veranderungen/signifikanter Anstieg/signifikanter

Abfall.
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2.6.3 Zellgehalte und Phagozytoseaktivitit der Abwehrzellen im Vollblut

Heterophile, Monozyten und Lymphozyten befinden sich als Immunzellen im Vollblut von
Hiithnern und stellen Zellen des angeborenen und erworbenen Immunsystems dar. Der Zusatz
eines Hefezellwandprédparates mit einer Dosierung zwischen 0,02 % und 0,06 % hatte in
mehreren Analysen keinen Einfluss auf die Blutzellgehalte von 56 Tage alten
immunkompetenten Hithnern (Bolu ef al. 2009a, Bolu et al. 2009b, Bolu ef al. 2012). Diese
Ergebnisse wurden in Studien, in denen dhnliche Hefeprodukte eingesetzt wurden, bestétigt
(Reisinger et al. 2012, Shahir et al. 2014). Unter einer Aflatoxinexposition konnte im Blut
von Masthiihnern ein Anstieg der Lymphozyten sowie ein Abfall der Heterophilen durch die
Zugabe von Hefezellwandbestandteilen ermittelt werden (Basmacioglu et al. 2005, Gémez
Verduzco et al. 2009b). Kontrdr dazu zeigte sich in einem dhnlichem Versuchsaufbau mit
Legehennen ein Anstieg der Heterophilen sowie ein Abfall der Lymphozyten (Matur et al.
2011), wobei alle Autoren eine verbesserte Immunmodulation durch den Futterzusatz
wiéhrend einer Aflatoxinexposition schlussfolgerten. Ein weiterer Versuch verdeutlicht, dass
B-Glucane und MOS unter Infektionsbedingungen eine verstirkte Immunantwort ausldsen
konnen, wihrend nicht infizierte Tiere keine Verdnderungen der Immunparameter aufzeigten
(Sadeghi et al. 2013). Demgegeniiber bestidtigen eine verbesserte Mobilisierung von
Heterophilen im Blut von 42 Tage alten immunkompetenten Broilern durch Kohlenhydrate
aus Hefezellwdanden (Munyaka ef al. 2012) sowie eine erhohte Monozytenzellzahl durch aus

Pilzen gewonnenen B-Glucanen diese Beobachtung nicht (Samudovska et al. 2012).

Neben der Analyse der Zellgehalte im Vollblut ldsst sich durch den kutanen basophilen
Uberempfindlichkeitstest indirekt die zellvermittelte Immunantwort nachweisen, die bei
Broilern sowohl unter hohem als auch minimalem Infektionsdruck durch die orale Zugabe
von Hefezellwandbestandteilen erhoht werden konnte und eine erhohte Immunkompetenz
vermuten ldsst (Gomez Verduzco et al. 2009a, Khalaji ef al. 2011, Morales-Lopez und Brufau
2013). Des Weiteren konnten Hefezellwandbestandteile sowohl eine vermehrte Tyl-
Zellantwort als auch Lymphozyten-Blastogenese in parasitiren und bakteriellen
Infektionsversuchen (Cox et al. 2010b, Yitbarek et al. 2012) sowie bei immunsupprimierten
Masthiihnern induzieren (Zhang et al. 2012).

(1-3), (1—6)-B-D-Glucane besitzen zudem die Moglichkeit, phagozytierende Immunzellen
zu aktivieren und somit die Phagozytoseleistung der Zellen zu fordern, um Pathogene effektiv
zu inkorporieren und eliminieren. Die 14-tdgige Gabe von zwei verschiedenen f-
Glucanpriparationen fiihrte bei Méiusen zu einer verstdrkten Phagozytoseaktivitidt der
peritonealen Makrophagen. Die Ergebnisse lassen darauf schlieSen, dass die Glucanpréparate

im Gastrointestinaltrakt der Tiere absorbiert wurden und mit spezifischen Glucanrezeptoren
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auf der Oberfliche der Makrophagen interagiert haben (Hunter et al. 2002). Ahnliche
Ergebnisse konnten durch den Zusatz von Hefezellwédnden in einer Dosierung von 0,20 % bei
40 Tage alten Broilern ermittelt werden, wobei die Supplementierung keine Verbesserung der
zootechnischen Leistung zur Folge hatte (Ferreira et al. 2011). Die verbesserte
Phagozytoseleistung von peritoneal gewonnenen Makrophagen durch verschiedene -
Glucanprodukte wurde in weiteren Analysen bei avidren Spezies belegt (Guo et al. 2003,
Cheng et al. 2004, Chen et al. 2008). Allerdings liegen bisher nur wenige Ergebnisse
hinsichtlich der Phagozytoseaktivitit der Immunzellen im Vollblut von Hiithnern vor. Eine
erhohte Phagozytoseleistung von Heterophilen gegeniiber dem Erreger Salmonella enterica
serovar Enteritidis im Blut sowie eine reduzierte Organinvasion des Erregers in vier Tage
alten Hithnern konnte durch den Zusatz von gereinigten B-Glucanen unbekannter Herkunft
erreicht werden (Lowry et al. 2005). In zwei weiteren Fiitterungsstudien konnte eine erhGhte
Phagozytoseleistung von Heterophilen (Matur ef al. 2011) und Makrophagen (Awaad et al.
2011) im Blut von Hiihnern unter dem Einfluss von Hefezellwandpriparaten der Hefe

Saccharomyces cerevisiae festgestellt werden.

2.6.4 Antikorper gegen das Virus der Newcastle-Krankheit (NDV)

In der Literatur wird beschrieben, dass Hefezellwandbestandteile Antikorperantworten
gegeniiber verschiedenen Vakzinen bei Hiithnern verstirken konnen (Shashidhara und
Devegowda 2003, Tohid et al. 2010). Auch in vitro gehen verschiedene Hefemannane mit
Antikdrpern aus den Antiseren von Kaninchen eine Antigen-Antikdrper-Reaktion ein (Ballou
1970). AuBlerdem wird vermutet, dass Zuckerstrukturen aus Hefezellwdnden als
Impfadjuvantien fungieren konnen (Newman 1994) oder als nicht pathogene Antigene
erkannt werden und eine humorale Immunantwort initiieren (Ferket et al. 2002, Ghosh et al.
2012).

Die Newcastle-Krankheit zdhlt zu einer der wichtigsten Tierseuchen und ist eine kontagidse
septikdmisch verlaufende Infektion bei Hithnern und Puten, dessen Ausbruch zu hoher
Morbiditdt und Mortalitdit in den Herden fiihrt (Siegmann und Neumann 2012). Daher
schreibt die Gefliigelpestverordnung eine Impfung aller Hiithner- und Putenbestinde vor
(BMJV 2007). Erhohte Antikorpertiter gegen das NDV lassen sich mit der oralen Zugabe von
Hefezellwandbestandteilen beobachten, wobei die Verabreichungsform der Vakzine in den
Versuchen variierte. Die Ergebnisse der einzelnen Flitterungsstudien sind in einer
Ubersichtstabelle zusammengefasst (Tabelle 9). Einige dieser Studien wurden als
Infektionsversuche durchgefiihrt oder es wurde toxinbelastetes Futter eingesetzt. Dabei
konnte eine Erhdhung der Antikorpertiter durch die Supplementierung von Hefeprodukten
beobachtet werden (Awaad et al. 2011, Mogadam und Azizpour 2011, Li ef al. 2012, Sadeghi

et al. 2012). In der Mehrzahl der aufgelisteten Fiitterungsversuche konnten erhdhte
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Antikorpertiter gegen das NDV nachgewiesen werden, sodass der Einsatz von MOS und B-
Glucanen hilfreich bei der Potenzierung einer Antikdrperantwort gegeniiber viralen

Vakzineerregern sein kann.
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Tabelle 9: NDV-Antikorpertiter von Masthiihnern nach Zusatz von Hefebestandteilen

Immunologischer
Status
Referenz Alter [d] Praparat Dosierung [%]  Impfung [d] Applikation = Analyse =~ NDV-Antikorpertiter
(An et al. 2008) 28 B-Glucan von S. c. 0,025/0,05/ 14 i.m. ELISA 1 bei 0,05/0,10 %
0,10
(Awaad et al. 2011) 1/7/14/21/ HZW von S. c. 0,20 7/10/14 okuldr, s.c. HI-Test 1d7/28/35
28/35
(Elrayeh und Yildiz 2012) 26/42 B-Glucan von S. c. 0,014 10/26 spray HI-Test —
(Goémez Verduzco et al. 17/24 HZW von S. c. 0,05 10 okulér, s.c. HI-Test 1
2009a)
(Goémez Verduzco et al. 17/20 HZW von S. c. 0,05 10 okulér, s.c. HI-Test 1
2009b)
(Ghosh et al. 2012) 5/21/42 HZW von S. c. 0,10 5/22 okulér, s.c. ELISA 1d42
(Houshmand ef al. 2012) 42 MOS von S. c. 0,20 St. - 0,10 Em. 7/21 okular ELISA —
(Liet al. 2012) 14/28/42 HZW von n.a. 0,20 7/21 i.m. HI/HA-Test 1d28/42
(Mehdi und Hasan 2012) 7/14/21/ MOS von S. c. 0,10/0,20/0,30 10 okulér HI-Test 1d21/35
35/42
(Mogadam und Azizpour 21/28/25/  MOS/B-Glucan von S. c. 0,05/0,10 1/10/21 oral, okulér HI-Test 1 d 42 bei 0,10 %
2011) 42

Em. = Mast-/Endmastfutter; HA = Hdmagglutination; HI = Himagglutination-Inhibition; HZW = Hefezellwand; i.m. = intramuskulir; MOS = Mannanoligosaccharide;
n.a. = nicht angegeben; St. = Starterfutter; S. c. = Saccharomyces cerevisiae. s.c. = subkutan; —/1/| = keine signifikanten Verdnderungen/signifikanter Anstieg/signifikanter

Abfall.
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Tabelle 9: NDV-Antikorpertiter von Masthiihnern nach Zusatz von Hefebestandteilen

Immunologischer
Status

Referenz Alter [d] Préparat Dosierung [%] Impfung [d] Applikation = Analyse NDV-Antikorpertiter
(Morales-Lopez et al. 23/36 HZW von S. c. 0,05 9 oral HI-Test —
2009)

23/36 MOS von S. c. 0,0095 9 oral HI-Test —

23/36 B-Glucan von S. c. 0,0145 9 oral HI-Test —

23/36 MOS + B-Glucan von S. c. 0,0095 +0,0145 9 oral HI-Test —
(Muthusamy et al. 2011) 5/21/42 HZW von S. c. 0,10 5122 okuldr, s.c. ELISA 1d21/42
(Oliveira et al. 2009) 7/14/21/28/ MOS von S. c. 0,10 St. - 0,05 Em. 14 oral ELISA 1d21/28/35

25/42
(Sadeghi et al. 2012) 21/28/35/42 MOS von S. c. 0,05/0,10 n.a. n.a. HI-Test 1
(Sadeghi et al. 2013) 21/42 HZW von S. c. 0,10 10/19/32 oral, okuldar ~ ELISA —
(Santin et al. 2003) 7/18/25/35 HZW von S. c. 0,20 21 okulér HI-Test —
(Shafey et al. 2001) 7/14/21/28/ MOS von S. c. 0,15/0,30 1/14 spray, s.c., ELISA —

35 oral

(Shahir et al. 2014) 28/42 MOS von S .c. 0,10 21/35 okuldr, s.c.  HI-Test -
(Silva et al. 2009) 7/14/21/28/ MOS von S. c. 0,15% 8 okular HI-Test -

35/42
(Vancraeynest et al. 2007) 35 MOS/B-Glucan von S. c. 0,05/0,10 13/26 oral n.a. 1 Trend

Em. = Mast-/Endmastfutter; HI = Hamagglutination-Inhibition; HZW = Hefezellwand; MOS = Mannanoligosaccharide; n.a. = nicht angegeben; St. = Starterfutter;
S. ¢. = Saccharomyces cerevisiae. s.c. = subkutan; —/1/] = keine signifikanten Verdnderungen/signifikanter Anstieg/signifikanter Abfall; *d 1-7.
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2.7 Zootechnische Parameter

Die Effekte auf die zootechnischen Parameter von Masthiihnern in Fiitterungsversuchen mit
Hefezellwandbestandteilen variieren. In zwei Metaanalysen konnte gezeigt werden, dass der
Einsatz von zwei verschiedenen Hefezellwandpriparaten der Hefe Saccharomyces cerevisiae
eine Verbesserung der Lebendmasse, der Futterverwertung und eine geringere Mortalitét bei
Masthithnern im Gegensatz zu unsupplementierten Tieren zur Folge hatte und dquivalente
Ergebnisse im Hinblick auf antibiotisch wirksame Leistungsforderer lieferte (Hooge 2004,
Hooge und Conolly 2011). Demgegeniiber konnte in anderen Studien kein
leistungssteigernder Effekt beobachtet werden (Hofacre et al. 2003, McCann et al. 2006,
Elmusharaf ef al. 2007, Yal¢inkaya ef al. 2008, Houshmand et al. 2012).

In der Literatur (siche 2.4 und 2.6) werden mehrere Wirkungsweisen der
Hefezellwandbestandteile, die zu einer Leistungssteigerung fithren konnen, aufgefiihrt. Die
Verteilung und Aktivitit enterischer Bakterien (Kim et al. 2011, Muthusamy et al. 2011,
Ghosh et al. 2012), histologische Verdanderungen an der Darmschleimhaut (Santin ef al. 2001,
Zhang et al. 2005, Solis de los Santos ef al. 2007, Muthusamy et al. 2011, Reisinger et al.
2012) oder ein verbesserter Immunstatus der Tiere (Basmacioglu et al. 2005, Vancraeynest et
al. 2007, Zhang et al. 2008, Gémez Verduzco et al. 2009a, Gémez Verduzco et al. 2009b,
Muthusamy et al. 2011) kénnen die zootechnischen Leistungen verbessern, wobei zu hohe
Dosierungen von Hefeprodukten als auch der Einsatz unter hohen hygienischen Standards zu
EinbuBen in der Leistung durch eine Uberstimulation des Immunsystems fiihren konnen (Huff
et al. 2006, Gao et al. 2008). Andererseits konnte in einer Fiitterungsstudie mit einem MOS-
Produkt trotz einer erhdhten Laktobazillenpopulation sowie einer reduzierten Escherichia coli
Besiedlung in den Caeca keine Verbesserung der Leistungsparameter bei den Masthiihnern
erreicht werden (Baurhoo et al. 2007). Eine erhohte Bakterienbesiedlung kostet Energie, die

dem Wirt fiir eigene Stoffwechselprozesse nicht zur Verfiigung steht.
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2.8 Versuchsziel und Fragestellung

Die Literaturiibersicht veranschaulicht, dass der Zusatz von Hefezellwandbestandteilen eine

Moglichkeit darstellt, positive Wirkungen auf die Darmgesundheit, das Immunsystem, die

Verdaulichkeit von Néhrstoffen und auf die zootechnischen Leistungen von Masthithnern

auszuiiben, wobei die Ergebnisse uneinheitlich sind. Die Effektivitdt der verschiedenen

Hefezellwandpriparate hangt neben den Aufzuchtbedingungen der Tiere von der genetischen

Herkunft, dem Herstellungsprozess, der Dosierung sowie der Art und Dauer der Applikation

ab. Die eigene Fiitterungsstudie wurde demnach mit den Zielen durchgefiihrt:

AW N~

Eine wirksame Dosierungsangabe des Hefezellwandproduktes fiir Masthiihner
Eine mogliche Dosis-Wirkungsbeziehung durch konstante Intervalle ab 1000 ppm
Effekte des Hefezellwandproduktes auf die zootechnische Leistung der Tiere
Effekte des Hefezellwandproduktes auf die Besiedlung und Stoffwechselaktivitat
der Mikrobiota im Gastrointestinaltrakt von Masthiihnern

Effekte des Hefezellwandproduktes auf die pH-Werte der Digesta im
Gastrointestinaltrakt von Masthiihnern

Effekte des Hefezellwandproduktes auf die ileale Verdaulichkeit der Nahrstoffe
bei Masthiihnern

Effekte des Hefezellwandproduktes auf das angeborene sowie erworbene

Immunsystem von Masthiihnern

zu ermitteln.
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3 Material und Methoden

Der Versuch erfolgte am Institut fiir Tiererndhrung der Freien Universitit Berlin in
Deutschland im Rahmen der Genehmigungsnummer A 0100/13.

3.1 Versuchstiere

Fir die Untersuchung wurden insgesamt 669 maénnliche Eintagskiikken von einer
kommerziellen Briiterei (Cobb Germany Avimex GmbH, Wiedemar, Deutschland) eingesetzt.
Es wurden zwei Mastdurchgénge konsekutiv mit 340 und 329 Tieren durchgefiihrt. Die Dauer
der Mastperiode betrug 35 Tage.

3.2 Haltungsbedingungen

Die Haltung der Tiere erfolgte in einem Stallraum mit 20 einzelnen Bodenboxen (175 cm x
120 cm). Die Boxen wurden mit Weichholzspinen eingestreut (GOLDSPAN®, Brandenburg
Unternehmensgruppe,  Goldenstedt, Deutschland). Beim Einstallen betrug die
Raumtemperatur 33°C und wurde wochentlich um 3°C bis auf 24°C reduziert. In den ersten
siecben Tagen der Mastperiode wurden zusitzlich Rotlichtlampen eingesetzt. FEin
Lichtprogramm gewéhrleistete 24 Stunden Licht in den ersten drei Tagen sowie eine 16-
stiindige Licht- und achtstiindige Dunkelphase bis zum Ende der Mastperiode. Die Tiere
wurden téglich von einem Veterindrmediziner in Augenschein genommen. Den Tieren stand
zu jeder Zeit frisches Wasser in Form von flinf Nippel- und einer zusitzlichen Stiilptranke (d
1 -9) pro Box zur Verfiigung (Siepmann GmbH, Herdecke, Deutschland). Die Fiitterung
erfolgte ad libitum iiber Futterteller und Futterautomaten (Siepmann GmbH, Herdecke,
Deutschland).

3.3  Versuchsfutter und Fitterung

Als Basisdidt wurde den Tieren ein Starter- (d 1 - 14) sowie ein Mast-/Endmastfutter (d 15 -
35) gefiittert (Tabelle 10). Eine der fiinf Versuchsgruppen stellte die Kontrollgruppe (0 %
Zusatz) dar, wihrend den weiteren vier Versuchsgruppen das Produkt Immunowall® in
aufsteigenden Konzentrationen von 0,05 %, 0,10 %, 0,20 % und 0,30 % in dem Starter- sowie
Mast-/Endmastfutter zugesetzt wurde. Bei dem Produkt Immunowall® handelt es sich nach
Herstellerangaben (ICC, Sao Paulo, Brasilien) um ein Hefezellwandprodukt der Hefe
Saccharomyces cerevisiae. Die verwendete Fliissighefe stammt aus einer Zuckerrohr-Ethanol-
Vergidrung. Im Anschluss wird die durch Zentrifugation gewonnene Zellwandfraktion
aufgereinigt, evaporisiert und spriithgetrocknet. Allen Mast-/Endmastfuttermischungen
wurden auflerdem 0,50 % Titandioxid (TiO;) (Titan(IV)-oxid, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim, Deutschland) zugesetzt, welches als Marker fiir die Verdaulichkeitsanalyse
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genutzt wurde. Die Didten wurden den Tieren in trockener und pelletierter Form vorgelegt.
Der Pelletdurchmesser lag bei 2 mm. Die Linge variierte zwischen 0,5 mm (Starterfutter) und
1,5 mm (Mast-/Endmastfutter).

Tabelle 10: Futterzusammensetzung der Versuchsdidten

Hefezellwandprodukt

0% 0,05 % 0,10 % 0,20 % 0,30 %
Futtermittel [%] St Em. St. Em. St. Em. St. Em. St. Em.
Sojaextraktionsschrot (Rohprotein 45 %) 36,2 28,2 36,2 28,2 36,2 28,2 36,1 28,1 36,1 28,1
Weizen 359 40,5 35,8 40,4 35,8 40,4 35,7 40,3 35,6 40,3
Mais 15,7 17,9 15,7 17,9 15,7 17,9 15,7 17,9 15,7 17,9
Sojasl 7,91 8,60 7,93 8,60 7,95 8,63 7,96 8,63 8,00 8,65
Kalk 1,45 1,53 1,45 1,53 1,45 1,53 145 1,53 1,45 1,53
Monokalziumphosphat 1,42 1,08 1,42 1,08 1,42 1,08 1,42 1,08 1,42 1,08
Pramix* 1,20 1,20 1,20 1,20 1,20 1,20 1,20 1,20 1,20 1,20
DL-Methionin 0,20 0,28 0,20 0,28 0,20 0,28 0,20 0,28 0,20 0,28
L-Lysin-HCL 0,06 0,19 0,06 0,19 0,06 0,19 0,06 0,19 0,06 0,19
L-Threonin . 008 . 008 . 008 . 008 . 008
TiO, . 050 . 050 . 050 . 050 . 050
MEy [MJ/kg]** 12,6 13,0 12,6 13,0 12,6 13,0 12,6 13,0 12,6 13,0

Em. = Mast-/Endmastfutter; St. = Starterfutter

*Vitamin- und Mineralstoffmischung je kg Pramix: 400000 L.E. Vitamin A, 40000 L.E. Vitamin D;, 8000 mg
Vitamin E (a-Tocopherolacetat), 300 mg Vitamin Kj;, 250 mg Vitamin B; 250 mg Vitamin B,, 2500 mg
Nikotinsdure, 400 mg Vitamin By, 2000 pg Vitamin By,, 25000 pug Biotin, 1000 mg Pantothensdure, 100 mg
Folséure, 80000 mg Cholinchlorid, 5000 mg Zinkoxid, 2000 mg Eisencarbonat, 6000 mg Manganoxid, 1200 mg
Kupfersulfatpentahydrat, 45 mg Kalziumiodat, 30 mg Kobalt(IT)sulfatheptahydrat, 35 mg Natriumselenit, 130 g
Natriumchlorid, 55 g Magnesiumoxid. **geschétzt nach Gleichung (WPSA 1984).

3.4 Versuchsdurchfithrung

Im ersten Versuchsdurchgang wurden 18 Boxen mit je 17 Tieren randomisiert eingestallt. In
die restlichen zwei Boxen wurden elf bzw. zwdlf minnliche Eintagskiiken eingestallt. Im
zweiten Mastdurchgang wurden alle 20 Boxen mit jeweils 17 Tieren besetzt. Pro
Versuchsdurchgang wurden jeweils vier von den insgesamt 20 Boxen randomisiert mit Tieren
mit derselben Versuchsdidt besetzt (Kontrollgruppe, Versuchsgruppe 0,05 %, Versuchsgruppe
0,10 %, Versuchsgruppe 0,20 %, Versuchsgruppe 0,30 %). Vor dem Einstallen wurden das
Gruppengewicht und die Tieranzahl jeder einzelnen Box ermittelt. Die Lebendmasse und der
Futterverbrauch der Tiere wurden wdchentlich und boxenweise ermittelt und protokolliert.
Die Mortalitdt wurde taglich erfasst. Am 21. Lebenstag erfolgte eine Impfung der Tiere mit
einem Impfstoff gegen die Newcastle-Krankheit (AviPro ND Lasota, Lohmann Animal
Health GmbH, Cuxhaven) oral iiber das Trankwasser mit Hilfe von Stiilptrdnken. Dabei wurde
den Tieren zwei Stunden zuvor das Trinkwasser entzogen, um eine optimale Wasseraufnahme

zu gewihrleisten.
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3.5 Probengewinnung und Sektionsgang

Am Morgen vor der Impfung (21. Lebenstag) sowie sieben und 13 Tage (28. Lebenstag sowie
34. Lebenstag) nach der Impfung wurde jeweils einem nach dem Zufallsprinzip ausgewéhlten

Tier pro Box Blut fiir:

e den Nachweis von Antikorpern gegen das NDV
e die Bestimmung der Phagozytoseaktivitit der Monozyten
e die Quantifizierung der Heterophilen, Monozyten, Lymphozyten, T- und B-Zellen

entnommen. Einem weiteren Tier pro Box wurde zusétzlich Blut fiir den Nachweis von
Antikorpern gegen das NDV im Serum abgenommen. Nach der ersten Blutentnahme wurden
die Tiere zur Identifizierung mit Ringen am Stdnder (Spiralringe 18 mm O, Siepmann GmbH,
Herdecke, Deutschland) markiert. Die beringten Tiere wurden in den Folgewochen erneut fiir
die Blutentnahmen ausgewihlt. Am 35. Lebenstag wurde jeweils ein Tier pro Box gewogen,
betdubt und durch zervikale Dislokation getdtet. Die Boxenwahl erfolgte randomisiert. Die
Karkassen wurden direkt nach der Totung zerlegt und seziert. Zundchst wurde der
Gastrointestinaltrakt exklusive des Kropfes sowie der Mégen aus dem Tierkorper exenteriert
und vollstindig auf dem Sektionstisch ausgebreitet. Aus dem Kropf, den distalen zwei
Dritteln des Ileums sowie aus der Mitte der Caeca wurde Digesta in 15 ml-Plastikgefédfle
(Greiner Rohrchen, Greiner Bio One GmbH, Frickhausen, Deutschland) sowie 2 ml-
Plastikgefdfe (Safe-Lock Tube 2 ml, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) abgefiillt. Dabei
konnte bei einigen Tieren nicht genligend Kropf- und Caecainhalt fiir die weiteren Analysen
gewonnen werden. Digesta aus dem mittleren Duodenumabschnitt wurde mit einem Mixstab
(Roti®-Speed Riihrer, Aufsatz 7 mm @ und 90 mm Linge, Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland) homogenisiert und dann in ein 2 ml-Plastikgefdl iiberfiihrt. Alle
Proben wurden direkt bei -20°C beziehungsweise die Proben fiir die quantitative Echtzeit-
Polymerase-Kettenreaktion (qPCR) bei -80°C nach der Probenentnahme eingefroren und dort
bis zu den Analysen aufbewahrt. Die Milz, der Thymus und die Bursa Fabricii wurden aus
dem Tierkorper herausgelost, vorsichtig vom umliegenden Fettgewebe befreit und gewogen
(Laborwaage Kern 440-47N, Kern und Sohn GmbH, Balingen, Deutschland). Weitere flinf
Tiere pro Box wurden am 36. Lebenstag zur Bestimmung der ilealen Verdaulichkeit betdubt
und durch zervikale Dislokation getdtet. Das Ileum wurde am Meckel schen Divertikel sowie
am ileo-caecalen Ubergang abgetrennt und Digesta aus den terminalen zwei Dritteln des
Ileums gewonnen. Der Ileuminhalt von den fiinf Tieren pro Box wurde in ein 50 ml-
Plastikgefdl (Greiner Rohrchen, Greiner Bio One GmbH, Frickhausen, Deutschland)
abgefiillt, gewogen (Analysewaage Typ Genius, Sartorius AG, Géttingen, Deutschland) und
direkt im Anschluss bei -20°C eingefroren.
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3.6 Futtermitteluntersuchung

Fiir die Futtermitteluntersuchung wurde das pelletierte Futter vor der Analyse auf eine Grofle
von 0,50 mm gemahlen und danach in Doppelbestimmung analysiert. Die verwendeten

Gerite und Chemikalien fiir die Futteruntersuchung sind im Anhang (Tabelle 28) aufgelistet.
3.6.1 Rohnéhrstoffe

Die Rohnihrstoffgehalte der Versuchsdidten sowie des Produktes Immunowall® wurden nach
den Vorschriften der Weender-Analyse entsprechend der Empfehlungen der VDLUFA,
Methodenbuch III (Naumann und Bassler 2012) ermittelt.

3.6.2 Mineralstoffe und Spurenelemente

Probenvorbereitung

Es wurde ca. 1 g der gemahlenen Futtermischungen sowie des Produktes Immunowall® in
einen Porzellantiegel eingewogen und iiber Nacht im Muffelofen verascht. Nach dem
Abkiihlen im Exsikkator wurde den Proben 6 ml Salzsdure (37 %) und 20 ml destilliertes
Wasser zugegeben. Im Anschluss wurden die Proben flir 50 Minuten bei 250°C erhitzt und
der Inhalt liber einen Faltenfilter in einen 50 ml Messkolben iiberfiihrt. Die Proben wurden bis

zur vollstindigen Analyse in 50 ml Polyethylen-Flaschen aufbewahrt.

Kalzium, Natrium, Magnesium, Kalium, Kupfer, Zink, FEisen und Mangan

Der Gehalt von Kalzium, Natrium, Magnesium, Kalium, Kupfer, Zink, Eisen und Mangan in

der Ascheldsung wurde mittels Atomabsorptionsspektrometrie ermittelt.

Phosphor

Die Bestimmung des Phosphorgehaltes erfolgte photometrisch. Dabei wurden 100 pl der
Aschelosung mit 500 ul  Nitrovanadatmolbydatreagenz vermischt und danach mit
Reinstwasser auf 1,5ml aufgefiillt. Die Losung zum photometrischen Nachweis von
Phosphor besteht aus Salpetersdure (65 %) und den P-Komplexbildnern Ammoniummolybdat
sowie Ammoniummetavanadat. Der in der Probe enthaltene Phosphorgehalt reagiert in dem
salpetersauren Milieu zu einem gelben Farbkomplex, dessen Extinktion photometrisch bei
einer Wellenldinge von 436 nm gemessen wurde. Anhand der Kalibrierkurve konnte der

Phosphorgehalt ermittelt werden.
3.6.3 Aminosduren

Es wurden jeweils 500 mg gemahlenes Futter sowie des Produktes Immunowall® getrennt fiir
die Bestimmung der Aminosduren Methionin und Cystin sowie die {ibrigen Aminosiuren in

eine 100 ml Schottflasche eingewogen. Den eingewogenen Proben wurden fiir die
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Bestimmung von Methionin und Cystin 5 ml einer Oxidationslosung (Losung A) zugesetzt.
Nach 24 Stunden Kiihlung bei 4°C wurde der Oxidationsprozess durch die Zugabe von 0,9 g
Natriumdisulfit gestoppt. Danach wurde allen Proben 25 ml einer Hydrolyselésung (Losung
B) zugegeben. Die Hydrolysate wurden mit offenem Deckel bei 110°C fiir eine Stunde im
Trockenschrank getrocknet, damit das entstechende Chlorgas entweichen konnte. Im
Anschluss wurden die Proben bei geschlossenem Deckel fiir 23 Stunden im Trockenschrank
weiter getrocknet. Es folgte die Zugabe von 20 ml Natronlauge (7,5 mol/L) sowie das
Auffiillen der Losung mit Citratpuffer (Einstellung der Hydrolysate auf pH-Wert 2,20). Zum

Schluss wurden 2 ml der Losung tliber eine Membran filtriert.

Losung A: Oxidationslosung

Wasserstoffperoxid (30 %) 0,50 ml
Ameisensdure (88 %) 4,50 ml
Losung B: Hydrolyselosung

Salzsdure (37 %) 492 ml
Reinstwasser ad 1000 ml

Der Gehalt der Aminosduren wurde mit Hilfe eines Aminosdurenanalysators iiber eine
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) ermittelt. Die einzelnen Aminosduren
wurden dabei iliber ein Natriumcitrat-Puffersystem mit verschiedenen pH-Werten und
verschiedenen Sdulentemperaturen in einer Lithiumsdule aufgetrennt. Danach wurden die
Aminosduren mit Ninhydrin angefarbt. Die Gehalte von Prolin und Hydroxyprolin wurden bei
einer Wellenldnge von 440 nm, die restlichen Aminosduren bei einer Wellenldnge von

570 nm gemessen.
3.6.4 Stirke

Die Bestimmung des Stirkegehaltes im Futter erfolgte mit einem enzymatischen Test nach
Herstellerangaben (UV-Test Stirke, R-Biopharm AG, Darmstadt, Deutschland). Zuvor
wurden 100 mg Probenmaterial in 20 ml Dimethylsulfoxid (DMSO) und 5 ml Salzsdure
(8 M HCI) geldst, um die Stirke in eine 16sliche Form zu iiberfithren. Durch die Zugabe von
5ml Natronlauge (8 M NaOH) und das Auffiilllen mit Citratpuffer (Losung aus
Citronensdurelosung (0,112M =11,7678 g/L) und Natriumcitratlosung
(0,112 M =16,4696 g/L)) entfiel eine pH-Wert-Einstellung. Danach spaltet das zugegebene
Enzym Amyloglucosidase Stirke zu D-Glucose. Uber weitere enzymatische Reaktionen
entsteht D-Gluconat-6-phosphat sowie reduziertes Nicotinamid-adenin-dinucleotidphosphat
(NADPH). Dabei ist die gebildete NADPH-Menge proportional zu der durch Hydrolyse der
Stirke gebildeten D-Glucose, dessen Extinktion bei 340 nm photometrisch bestimmt wurde.

Anhand einer Kalibrierreihe wurde dann daraus der Stirkegehalt errechnet.
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3.6.5 Gesamtzucker

Der Gesamtzuckergehalt der Versuchsdidten wurde von der LUFA-ITL GmbH (Kiel,
Deutschland) gemidfl VDLUFA, Methodenbuch III 7.1.1 ermittelt (Naumann und Bassler
2012).

3.6.6 Glucan-, (1—3), (1—>6)-B-D-Glucan- und Mannangehalt

Der Gesamtglucan- sowie der Mannangehalt des Produktes Immunowall® wurde von dem
externen Labor MQD Institut fiir Analytik und Hygiene (MQD Qualititspriifungs- und
Dienstleistungsgesellschaft Mecklenburg-Vorpommern mbH, Giistrow, Deutschland) mittels
Hydrolyse mit Trifluoressigsdure und iiber die enzymatische Bestimmung von Glucose und
Mannose ermittelt. Der (1—3), (1—6)-B-D-Glucangehalt wurde im Anschluss nach

zusiétzlicher enzymatischer Bestimmung der Stirke rechnerisch ermittelt.

3.6.7 Keimzahl-, Schimmelpilz- und Hefegehalt

Der Keimzahl-, der Schimmelpilz- und Hefegehalt der Versuchsdidten und des Produktes
Immunowall® wurde von der LUFA-ITL GmbH (Kiel, Deutschland) gemill VDLUFA,
Methodenbuch III 28.1.2 ermittelt (Naumann und Bassler 2012).

3.7 Zootechnische Parameter

3.7.1 Futteraufhahme und Futteraufwand

Die Ermittlung der durchschnittlichen Futteraufnahme pro Box erfolgte einmal pro Woche
durch die Futtereinwaage, die Riickwaage des verbliebenen Futters sowie die Ermittlung der
Tieranzahl in der Box (DE Plattformwaage DE12K1N, Kern und Sohn GmbH, Balingen,
Deutschland). Dabei wurden die verstorbenen Tiere pro Versuchstag bei der Kalkulation
beriicksichtigt. Danach erfolgte rechnerisch die Erhebung des Futteraufwandes anhand

folgender Formel:

Mittlere Futteraufnahme [g]

Mittlerer Futteraufwand = ]
Mittlere Lebendmassezunahme [g]

3.7.2 Lebendmassezunahme

Die Tiere aus jeder Box wurden beim Einstallen und wahrend der Versuchszeit einmal pro
Woche gewogen (DE Plattformwaage DEI12KIN, Kern und Sohn GmbH, Balingen,
Deutschland). Die mittlere Lebendmasse wurde durch die wdchentliche Wiegung und
Zihlung der Tiere pro Box ermittelt. Die mittlere Lebendmassezunahme wurde dann

rechnerisch mit Hilfe der Lebendmassedaten ermittelt.
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3.7.3 Mortalitétsrate

Die Mortalitdt wurde téglich erfasst und protokolliert. Die Mortalititsrate nach der 35-tdgigen

Mastperiode wurde rechnerisch wie folgt ermittelt:

(Anzahl verstorbener Tiere/Versuchsdidt nach 35 Tagen) x 100

Mortalitétsrate [%] = . _ '
Anzahl eingestallter Tiere/Versuchsdiit

3.8 Verdauungsphysiologische Parameter

3.8.1 pH-Wert der Digesta

Der pH-Wert wurde in der Digesta von Kropf, Ileum und den Caeca mit Hilfe einer pH-
Einstichelektrode ermittelt. Die genutzten Gerdte und Chemikalien sind im Anhang
(Tabelle 29) aufgelistet.

3.8.2 Trockensubstanzgehalt der Ileumdigesta

Die Proben wurden direkt aus der Kiihlung fiir fiinf Tage mit Hilfe eines
Vakuumgefriertrockners getrocknet und erneut gewogen. Nach Abzug der Leergewichte der
PlastikgefdaBe wurde anhand folgender Formel der prozentuale Trockensubstanzgehalt

errechnet:

gefriergetrocknete Auswaage

% TS = x 100

frische Einwaage

Die verwendeten Gerite sind im Anhang (Tabelle 29) aufgefiihrt.

3.8.3 Praecaecale Verdaulichkeit der Ndhrstoffe

Gerite und Chemikalien, die fiir die Bestimmung der praecaecalen Verdaulichkeit verwendet
wurden, sind im Anhang (Tabelle 29) aufgelistet. Die Analysen erfolgten in
Einfachbestimmung. Fiir die Messung des TiO, wurden die gefriergetrockneten vereinigten
Proben aus dem Ileum (siehe 3.8.2) auf eine GroBe von 0,50 mm gemahlen und ca. 100 mg in
ein Glasaufschlussrohrchen eingewogen. Die Proben wurden dann in 10 ml Schwefelsidure
mit einem Kjeldahlkatalysator (halbe Tablette) unter Zusatz von 2 -3 Siedesteinchen fiir
110 Minuten bei 420°C aufgeschlossen. Nach dem Abkiihlen der Proben wurden diese mit
destilliertem Wasser in auf Eis gelagerte Messkolben iiberfiihrt. Die Messkolben wurden dann
mit destilliertem Wasser auf 25 ml aufgefiillt und nach dem vollstindigen Abkiihlen die

Halfte der Losung in ein weiteres Probengefdl durch einen Rundfilter filtriert. Vor der
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Messung wurden die Probenlosungen mit 200 ul Wasserstoffperoxid versetzt und im

Anschluss die Extinktion der Gelbanteile bei 410 nm in einem Spektralphotometer gemessen.

Berechnung der Verdaulichkeiten

Die scheinbare ileale Verdaulichkeit wurde fiir die Inhaltsstoffe Rohprotein, Rohfett und
Starke erhoben (Messmethoden siehe 3.6.1 und 3.6.4). Die Inhaltsstoffe von Digesta und
Futter wurden mit den TiO,-Gehalten der Poolprobe und des Futters iiber folgende Formel in

Beziehung gesetzt:

Ti10,-Gehalt pyyer [g/kg] Nahrstoff pigesta [g/kg]

Verdaulichkeit [%] = 100 — X
Ti10,-Gehalt pjgesta [ 2/kg] Néhrstoff pyer [2/kg]

x 100

3.9 Mikrobiologische Parameter

3.9.1 Bakterielle Metaboliten

Die Bestimmung der bakteriellen Metaboliten erfolgte in der Digesta von Kropf, Ileum und

den Caeca in Einfachbestimmung.

L- und D-Laktat

Milchsédure wurde mittels einer HPLC bestimmt. Eine 2,5 mM Kupfer-1I-Sulfat-Losung mit
2-Propanol (Losung A) diente als FlieBmittel bei der Durchfiihrung der HPLC. Die fiir die
HPLC verwendeten Chemikalien und Geréte sind im Anhang (Tabelle 30) aufgelistet.

Probenaufarbeitung fiir die Quantifizierung von L-/D-Laktat

Zunidchst wurden ca. 500 mg Digesta eingewogen, 1 ml einer 0,5 mM Kupfer-II-Sulfat-
Losung (Losung B) zum Aufschlemmen zugegeben und fiir zehn Minuten auf einem Schiittler
bei Raumtemperatur inkubiert. Die anschlieBende Proteinfdllung erfolgte durch den Zusatz
von je 100 pl Carrezlosung I und I (Losung C und D). Nach jeder Zugabe wurden die Proben
geschiittelt und fiir zehn Minuten bei Raumtemperatur bei 14000 x g zentrifugiert. Der
Uberstand der Proben wurde mit einer 2 ml-Injektionspritze aufgenommen, durch einen
sterilen Cellulose-Acetatspritzenvorsatzfilter in ein neues 2 ml-Plastikgefdl3 tiberfithrt und
anschliefend mit einer 0,5 mM Kupfer-1I-Sulfat-Losung verdiinnt. Der Gehalt an D- und L-

Laktat wurde durch Integrierung der Flichen der Chromatogramme ermittelt.
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Probenextraktionsverdiinnungen mit 0,5 mM Kupfer-1I-Sulfat-Losung

Kropf
1:10 Verdiinnung: 100 pl Probe und 900 ul Kupfer-1I-Sulfat-Losung

Ileum
1:5 Verdiinnung: 200 pl Probe und 800 ul Kupfer-1I-Sulfat-Losung

Caeca
1:2,5 Verdiinnung: 200 pl Probe und 300 pl Kupfer-1I-Sulfat-Losung

Herstellung der Losungen

Losung A: 2.5 mM Kupfer-1I-Sulfat-Losung mit 2-Propanol

Kupfer-1I-Sulfat 399 mg
2-Propanol 50,0 ml
Reinstwasser ad 1000 ml

Losung B: 0.5 mM Kupfer-1I-Sulfat-Losung
Kupfer-II-Sulfat 79,8 mg
Reinstwasser ad 1000 ml

Losung C: Carrez 1
Zinkchlorid 17,0 g
Reinstwasser 100 ml

Losung D: Carrez 11
Kaliumhexacyanoferrat (II) 150 ¢
Reinstwasser 100 ml

Bestimmung kurzkettiger Fettsduren

Der Gehalt an kurzkettigen fliichtigen Fettsduren in der Digesta wurde mittels
Gaschromatographie (GC) ermittelt. Die verwendeten Chemikalien und Gerdte sind im
Anhang (Tabelle 31) aufgefiihrt. Es wurden ca. 300 mg Digesta eingewogen und mit 1 ml
einer Verdiinnungslosung (Losung B aus Losung A hergestellt) versetzt, die 0,5 mM
Hexansédure als internen Standard enthielt. Als externer Standard wurde eine Mischung
kurzkettiger Fettsduren verwendet (Losung C). Nach dem Mischen wurden die Proben fiir
eine Stunde auf dem Riittler geschiittelt und danach fiir acht Minuten bei 16000 x g bei
Raumtemperatur zentrifugiert. Der klare Uberstand wurde sodann nochmals mit der
Verdiinnungslosung in GC-Probengefillen verdiinnt. Zur Trennung der fliichtigen Fettsduren
in den Proben wurde eine Sdule verwendet. Als Triagergas diente Wasserstoff. Die

Fettsduregehalte wurden durch Integrierung der Flichen der Chromatogramme ermittelt.
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Herstellung der Losungen

Losung A: Stammldsung 10 mmol/l

Hexanséure 250 ul
Oxalsédure-Dihydrat 2,00 g
Reinstwasser ad 200 ml

Losung B: Probenverdiinnungslésung 0.5 mmol/]

Stammlosung 50,0 ml
Oxalsdure-Dihydrat 10,0 g
Reinstwasser ad 1000 ml

Losung C: Standardlosung 0.5 mmol/l kurzkettige Fettsduren

SULPECO Stammldsung 10 mmol/l 50,0 pul
Oxalsédure-Dihydrat 10,0 mg
Reinstwasser 950 ul

Probenextraktionsverdiinnungen

Kropfund lleum
1:2 Verdiinnung: 400 ul Probe und 400 pl Probenverdiinnungslésung

Caeca
1:10 Verdiinnung: 100 pl Probe und 900 pl Probenverdiinnungslosung

Bestimmung von Ammonium

Der quantitative Nachweis von Ammonium erfolgte nach dem Prinzip der Berthelot-
Reaktion. Dabei reagiert im basischen Milieu (pH =13) vorliegendes Ammoniak mit
Hypochlorit und Thymol iiber mehrere Reaktionsschritte zum blaugefarbten Indolphenol,
dessen Konzentration tliber die Extinktion photometrisch bestimmt wird. Im Anhang
(Tabelle 32) sind die verwendeten Chemikalien und Gerite aufgefiihrt.

Probenaufarbeitung

Es wurden ca. 500 mg Digesta eingewogen, 1 ml kalte 100 mM MOPS-Losung (3-(N-
Morpholino)-2hydroxypropansulfonsidure) zugesetzt, homogenisiert und fiir zehn Minuten auf
Eis gelagert. Im Anschluss wurden die Proben bei 17000 x g fiir zehn Minuten bei 4°C
zentrifugiert und der Uberstand in ein neues 2 ml-PlastikgefdB pipettiert. Die pH-Werte der
Uberstéinde wurden mit einer Mikro-pH-Elektrode kontrolliert.

Messung

Die photometrische Bestimmung erfolgte mit Hilfe von Mikrotiterplatten. Die Kalibrierreihen
mit 1000 uM Ammoniumchloritlosung in 100 mM MOPS-Losung wurden dabei jeden Tag

neu angesetzt. Der Uberstand der Proben aus dem Kropf wurde mit dem Faktor 10, die
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Ileumproben mit dem Faktor 30 sowie die Probeniiberstande aus den Caeca mit dem Faktor
50 mit MOPS-Losung verdiinnt. Danach wurden 20 pl der mit MOPS-Losung verdiinnten
Probeniiberstande mit 100 ul einer gebrauchsfertigen Phenol-Nitroprussid-Lésung sowie mit
100 pl einer 0,2 % Na-Hypochloritlosung durch Auf- und Abpipettieren vermischt. Es folgte
eine Inkubation fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur. Im Anschluss wurden die Proben im
Photometer gemessen. Nach weiteren fiinf Minuten Inkubationszeit wurde eine zweite
Messung durchgefiihrt. Neben den Proben wurden zusitzlich ein Probenleerwert (20 ul Probe
+ 200 pl Verdiinnungslésung), ein Reagenzienleerwert (20 pl Verdiinnungslosung + je 100 ul
Phenol-Nitroprussid-Lésung und 0,2 % Na-Hypochloritlosung) sowie ein Wert fiir die
Verdiinnungslosung (220 pl Verdiinnungslosung) photometrisch bestimmt, um die Werte der
Eigenfarbanteile der Reagenzien und der Verdiinnungslosung zu erhalten. Diese fanden in der
Berechnung des Ammoniumgehaltes im Extrakt Beriicksichtigung. Die Konzentration an
Ammonium wurde anhand einer Kalibriergeraden bestimmt und mit Hilfe der

Probeneinwaagen als pmol/g angegeben.

Herstellung der Losungen

Verdiinnungsmedium: 100 mM MOPS-Losung
MOPS 2,09 g
Reinstwasser 100 ml

Standardstammlosung: 1000 uM Ammoniumchlorit-Losung
100 mM Ammoniumchlorid-Losung 535 mg
100 mM MOPS-Losung 10,0 ml

Im Anschluss erfolgte eine zweimalige 1:10 Verdinnung, um eine 1000 pM

Endkonzentration zu erlangen.

3.9.2 Quantifizierung von Laktobazillen, Bifidobakterien, Enterobakterien und
Escherichia/Hafnia/Shigella spp. mittels gPCR

Die qPCR erfolgte mit DNA-Extrakten aus Digestaproben von Kropf, Ileum und den Caeca in
Einfachbestimmung. Die verwendeten Chemikalien und Gerite sind im Anhang (Tabelle 33)

erfasst.

DNA-Extraktion

Die Herstellung der DNA-Extrakte erfolgte mit dem QIAamp® DNAStool Mini Kit (50) nach
Herstellerangaben (Quiagen Sample & Assay Technologies, Hilden, Deutschland). Eine
Ausnahme bildete der Lyseschritt, der bei 90°C durchgefiihrt wurde, um den Aufschluss
grampositiver Bakterien zu beglinstigen. Die Nukleinsdureextrakte wurden bis zur weiteren
Analyse bei -80°C autbewahrt.
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Bestimmung und dquimolare Einstellung der DNA-Konzentration der Extrakte

Der DNA-Gehalt der Extrakte wurde fluorometrisch bestimmt. Fiir den fluorometrischen
Nachweis wurde eine 200 ng/ml konzentrierte Arbeitslosung bestehend aus zuvor mit
1 x TNE Puffer verdiinntem Fluoreszenzfarbstoff (100 ug/ml Hoechst Dye 33258) sowie
1 x TNE Puffer angesetzt. Der 1 x TNE-Puffer wurde aus 10 x TNE Puffer (29 ml Tris 1 M,
10 ml EDTA 0,2 M, 70 ml NaCl 5 M, ad 200 ml H20O, pH 7,4) und RNase-freiem Wasser
hergestellt. Je nach vorhandener DNA-Konzentration wurden 2 ul mit 1 x TNE-Puffer
verdiinnte DNA-Extrakte sowie 2 pul Arbeitslosung auf das Fluorospektrometer aufgetragen
und der DNA-Gehalt der Extrakte anhand einer zuvor mit Kalbsthymus DNA ermittelten
Kalibrierreihe errechnet. AnschlieBend wurden die DNA-Konzentrationen der Extrakte fiir
jeden Darmabschnitt mit RNase-freiem Wasser dquimolar eingestellt (Kropf= 3,97 pg/ml,
Ileum = 0,15 pg/ml, Caeca = 6,02 pg/ml).

Prinzip und Durchfithrung der gPCR

Bei der qPCR lassen sich festgelegte Nukleotidsequenzen qualitativ nachweisen, indem
spezifische Primer (Anhang - Tabelle 34) diesen DNA-Abschnitt eingrenzen. Der quantitative
Nachweis erfolgt mit Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffes SYBR"Green, der sich in die DNA
einlagert und bei Anregung Licht emittiert. Durch Echtzeitverfolgung jedes einzelnen Zyklus
der PCR kann ein cT-Wert (concentration threshhold) bestimmt werden, der direkt mit der
Menge der eingesetzten Ziel-DNA korreliert. Als Quantifizierungsstandard dienten PCR
Produkte (im Institut fiir Tiererndhrung hergestellt) mit bekannter Kopienzahl/ng DNA,
anhand derer die Kopienzahl der Bakteriengruppen/g Feuchtmasse ermittelt wurde. Fiir die
Durchfiihrung der qPCR wurde je 1 ul der verdiinnten DNA Extrakte und je 24 pl
Reaktionslésung  (Anhang - Tabelle 35) in  ein  PCR-GefiBl gegeben. Die
Reaktionsbedingungen fiir die gPCR-Analysen sind im Anhang (Tabelle 36) aufgelistet. Die
Auswertung der qPCR erfolgte mit dem Softwareprogramm MxPro QPCR Software (Agilent
Technologies, Santa Clara, USA). Am Ende des PCR-Zyklus erfolgte zusitzlich eine
Schmelzkurvenanalyse, um eine Differenzierung von spezifisch und unspezifisch gebildeten
PCR-Produkten oder Primer-Dimeren zu erfassen, da jede dsDNA einen spezifischen

Schmelzpunkt aufweist.
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3.10 Immunologische Parameter

3.10.1 Intestinales IgA

Zunédchst wurde Digesta aus dem mittleren Duodenumabschnitt mit einem Mixstab
homogenisiert und dann in ein 2 ml-Plastikgefal3 iiberfiihrt. Durch das Homogenisieren wurde
eine gleichméfBige Verteilung von intestinalem IgA gewihrleistet. Die Bestimmung von
intestinalem IgA erfolgte in Doppelbestimmung mit einem Enzymimmunoassay (Chicken
IgA ELISA Quantitation Set, Bethyl Laboratories, Montgomery, USA). Dabei bindet das in
der Probe vorkommende IgA an einen anti-chicken-IgA Antikdrper, der seinerseits an eine
feste Phase gebunden ist. In einem nédchsten Schritt bindet ein mit einem Rezeptorenzym
konjugierter anti-chicken-IgA Antikérper an den Analyten (IgA) in der Probe. Das im
Folgeschritt zugegebene Substrat wird durch das Enzym umgesetzt und die Absorption
gemessen, die in direkter Korrelation mit der Menge an IgA in der Testprobe steht. Aufgrund
der Tatsache, dass das Testkit nicht fiir Digestaproben konzipiert ist, wurde in Vorversuchen
eine adidquate Digestaverdiinnung ermittelt. Ziel dabei war es, durch die Zugabe von Analyt
(IgA) in unterschiedlich verdiinnten Digestaproben (sogenanntes ,spiken®) eine
Wiederfindungsrate von 80 - 120 % zu ermitteln. Bei einer Digestaverdiinnung von 1:1500
konnte bei den meisten der Testproben eine solche Wiederfindungsrate erreicht werden,
sodass diese Verdiinnung fiir die weiteren Analysen ausgewihlt wurde. Die Chemikalien und

Gerite, die fiir die Analyse verwendet wurden, sind im Anhang (Tabelle 37) aufgefiihrt.

Probenaufarbeitung

Nach dem Abmessen von 200 pl Duodenumdigesta wurde die Suspension mit PBS/Tween-
Losung (Losung B) in gleichen Gewichtsanteilen verdiinnt, 30 Minuten gertittelt und danach
fiir 30 Minuten bei 5.000 x g bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und in
ein neues 2 ml-Plastikgefa3 tiberfiihrt. Die aufgearbeiteten Proben wurden bei -20°C iiber
Nacht aufbewahrt. Dann wurden 100 pl ELISA-Coating-Losung (Losung C) pro Well auf die
ELISA-Platte zugegeben, fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert und danach fiinfmal
mit einer Waschlosung gewaschen (Losung D). Im Anschluss erfolgte die Zugabe von 200 ul
ELISA-Blocking-Losung (Losung E) auf die ELISA-Platte, die dann {iber Nacht im
Kiihlschrank aufbewahrt wurde.

Analysetag

Die aufgearbeiteten Proben wurden aufgetaut, nochmals gemischt und dann fiir 30 Minuten
bei 5.000 x g bei 4°C zentrifugiert. Danach wurden 990 pl Verdiinnungspuffer (Losung F)
und 10 pl Probenmaterial zur Herstellung einer 1:100 Verdiinnung vermischt. Aus dieser
Verdiinnung wurden zur Herstellung der Endverdiinnung von 1:1500 erneut 30 pl mit 420 pl

Verdiinnungspuffer angesetzt. Fiir die Herstellung einer Standardreihe wurde eine
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Standardstammldsung (Losung G) angesetzt und daraus die weiteren Standardkonzentrationen
nach Herstellerangaben verdiinnt. Nach erneutem Waschen der geblockten ELISA-Platte
wurden nun je 100 pl verdiinntes Probenmaterial sowie Standardlésungen pro Well auf die
Platte pipettiert, 60 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und fiinfmal gewaschen. Dann
wurden 100 pul Meerrettich-Peroxidase konjugierte Detektionsantikdrper-Losung (Losung 1)
auf die Platte zugegeben, eine Stunde unter Lichtschutz bei Raumtemperatur inkubiert und
erneut fiinfmal gewaschen. Als letztes wurden 100 ul TMB-Substrat-Losung (3,3',5,5'-
Tetramethylbenzidine) zugegeben, fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und die
Reaktion mit 100 ul ELISA-Stop-Losung (Schwefelsdure 2 M) abgestoppt. Im Anschluss
erfolgte die Messung der Absorption bei 450 nm im Mikrotiterphotometer. Die Berechnung
vom IgA-Gehalt erfolgte anhand der Standardkurve.

Herstellung der Losungen

Losung A: Tris-gepufferte Kochsalzlosung
Tris-gepufferte Kochsalzlosung 1 Packung
Reinstwasser 1000 ml

Losung B: PBS/Tween-Losung (0.3 % Tween 20/PBS)

PBS 50,0 ml
Tween 20 150 pl
Losung C: ELISA-Coating-Losung (1:100 Verdiinnung)

Coating Antikorper aus Testkit 120l
Carbonat-Bicarbonat-Puffer (0,05 M) 12,0 ml
Losung D: Waschlésung (0,05 % Tween 20/Losung A)

Losung A 1000 ml
Tween 20 500 pl
Losung E: ELISA-Blocking-Losung (1 % BSA/Losung A)

Losung A 100 ml
BSA (bovines Serumalbumin) 1,00 g
Losung F: Verdiinnungspuffer (0,05 % Tween 20/1 % BSA/Lésung A)

Losung A 100 ml
Tween 20 50,0 pl
BSA 1,00 g
Losung G: Standardstammldsung:

Referenzserum aus Testkit 5,00 pl
Verdiinnungspuffer 1,90 ml
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Losung H: Meerrettich-Peroxidase konjugierte DetektionsantikOorper-Stammldsung (1:1000

Verdiinnung)
HRP-Losung aus Testkit 1,00 pul

Verdiinnungspuffer 999 ul

Losung I: Meerrettich-Peroxidase konjugierte Detektionsantikorper Losung (1:75

Verdiinnung)

Meerrettich-Peroxidasepuffer-Stammlosung 160  ul
Verdiinnungspuffer 11840 pl

3.10.2 Immunorgangewichte

Zunichst wurde das Einzeltiergewicht vor der Totung ermittelt (DE Plattformwaage
DE12KIN, Kern und Sohn GmbH, Balingen, Deutschland). Danach wurden die Organe
Thymus, Milz und Bursa Fabricii nach Priparation (siehe 3.5) gewogen (Waage Kern 440-
47N, Kern und Sohn GmbH, Balingen, Deutschland). Die relativen Organgewichte wurden

nach folgender Formel berechnet:

Organgewicht [g]
Gesamtlebendmasse [g]

Relative Organgewichte [%] = x 100

3.10.3 Quantifizierung von Zellgehalten im Vollblut

Durchflusszytometrische Untersuchung: Quantifizierung von Monozyten, Heterophilen,

Lymphozyten, T-und B-Zellen

Fiir die Analyse wurde ca. 0,5 ml Blut aus der Fliigelvene in ein EDTA-R6hrchen (EDTA
KE/1.3, SARSTEDT AG & Co, Niimbrecht, Deutschland) abgenommen und vorsichtig
invertiert. Im Anschluss wurden 200 pl EDTA-Blut in ein 0,5 ml Reaktionsgefaf tiberfiihrt,
40 pl einer Fixierlosung (TransFix"® Reagent, Life Technologies, Carlsbad, USA) zugegeben,
bei Raumtemperatur gelagert und direkt an ein externes Labor (LMU Miinchen, Institut fiir
Tierphysiologie, Miinchen, Deutschland) fiir die durchflusszytometrische Untersuchung

verschickt.

3.10.4 Phagozytoseaktivitit der Monozyten im Vollblut

Prinzip der Durchflusszytometrie

Bei der Durchflusszytometrie werden Zellen in einer Suspension hydrodynamisch fokussiert
und dadurch einzeln durch einen Laserstrahl geleitet. Das dadurch entstehende Streulicht und
gegebenenfalls Fluoreszenzsignale werden in verschiedenen Detektoren gesammelt. Das
erzeugte charakteristische Vorwértsstreulicht (forward scatter = FSC) ist ein Mal3 fiir die
Beugung des Lichts und abhingig von der GroBe der Zelle. Das Seitwértsstreulicht (side
scatter = SSC) ist ein Mal} fiir die rechtwinklige Brechung des Lichts und abhéngig von der
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inneren Komplexitit oder Granularitit einer Zelle. Trifft das Laserlicht zudem auf
Fluorochrome (z.B. iiber eine spezifische Antikérperbindung an die Zelle), werden diese dazu
angeregt, Licht zu emittieren, welches ebenfalls in speziellen Detektoren aufgefangen wird.
Die Fluoreszenzstirke steht in Abhingigkeit zu der Menge des gebundenen Antikorpers. Die

Durchflusszytometrie ermdglicht so, mehrere Eigenschaften einer Zelle simultan zu erfassen.

Analyse

Die Phagozytoseaktivitit der Monozyten wurde mit Hilfe des Testkits Phagotest® (Glycotope
Biotechnology GmbH, Niimbrecht, Deutschland) ermittelt, das eine quantitative Bestimmung
der aktiv phagozytierenden Zellen ermdglicht. Die verwendeten Materialien sind im Anhang
(Tabelle 38) aufgelistet. Fiir die Analyse wurden ca. 0,5 ml Blut aus der Fliigelvene in ein
Lithium-Heparinréhrchen entnommen, invertiert und auf Eis gelagert. Es wurden jeweils
100 pl Blut fiir eine Doppelbestimmung sowie eine auf Eis gelagerte Negativkontrolle in drei
Reaktionsgefdle (FACS-Rohrchen) pipettiert und fiir zehn Minuten auf Eis gekiihlt.
AnschlieBend wurden 10 pul einer mit Fluoreszeinisothiozyanat (FITC) markierten
Bakteriensuspension (opsonierte Escherichia coli) zugegeben. Die Rohrchen fiir die
Doppelbestimmung wurden fiir zehn Minuten bei 37°C inkubiert und zum Stoppen der
Phagozytose wieder zuriick auf Eis verbracht. Allen Ansdtzen wurden 100 pl eisgekiihlte
Quenchinglosung zugegeben, um eine Unterscheidung von adhdrenten und aufgenommenen
Bakterien zu ermdoglichen. Die Proben wurden bei 250 x g fiir fiinf Minuten bei 4°C
zentrifugiert, der Uberstand dekantiert, 3 ml Waschléschung zugegeben und erneut
zentrifugiert und dekantiert. Im Anschluss erfolgte die Zugabe von je 500 ul PBS-Ldsung.
Der komplette Probeninhalt wurde nun auf 400 ul Ficoll (Saccharose-Epichlorhydrin-
Copolymer) pipettiert und bei 500 x g fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert, da
die im Testkit vorgesehene Erythrozytenlyse mit kernhaltigen Erythrozyten nicht mdoglich
war. Nach der Gradientenzentrifugation wurden die Lymphozyten und Monozyten mit einer
Pipette aspiriert (900 pl, oberhalb der im unteren Teil des Rohrchens erkennbaren roten
Phase). Die gewonnene Zellsuspension wurde in 2 ml eiskalte PBS-Ldsung pipettiert, erneut
bei 400 x g fiir zehn Minuten bei 4°C zentrifugiert und der Uberstand dekantiert. Nach
Zugabe von 100 pl des nicht konjugierten priméren Antikorpers (Tabelle 11) und einer 20-
miniitigen Inkubation im Dunkeln wurden die Proben mit 2 ml FACS-Puffer-Losung (0,5 %
BSA/PBS) gewaschen, bei 390 x g fiir fiinf Minuten bei 4°C zentrifugiert, der Uberstand
dekantiert, 50 ul des sekundidren Antikorpers (Tabelle 11) zugegeben, 15 Minuten inkubiert
und das Waschen und die Zentrifugation wiederholt. Durch die Zugabe der beiden Antikdrper
wurde eine Markierung der Monozyten ermdglicht, um sich in der Auswertung auf die
Monozytenpopulation beziehen zu konnen und alle unerwiinschten Ereignisse zu
diskriminieren. Am Ende wurde das Pellet mit 200 ml FACS-Puffer-Losung resuspendiert

und die Proben durchflusszytometrisch mit einem Durchflusszytometer analysiert.
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Auswertung

In einem ersten Schritt wurde die Granularitdt der verschiedenen Ereignisse dargestellt
(Auftragung des SSC auf der Abszisse), um die Monozytenpopulation anhand dieses
morphologischen Merkmals von anderen Zellen unterscheiden zu kénnen und nur diese fiir
die Auswertung auszuwéhlen (Gate gesetzt). Die Auswertung der Phagozytoseaktivitit der
Monozyten erfolgte mit Hilfe einer Zweifarbendarstellung im Density Plot, wobei auf der
Ordinate die R-Phycoerythrin (PE) Fluoreszenz der Monozyten und auf der Abszisse die
Fluoreszenz der Monozyten aufgetragen wurden, die in Abhéngigkeit von der Menge der
inkorporierten Bakterien steht (Abbildung 1). Bei der Auswertung wurde ausschlieBlich jene
Zellfraktion beriicksichtigt, die mit dem Monozytenantikdrper markiert wurde und im
Anschluss verglichen, wie viel Prozent der Monozytenpopulation Bakterien inkorporiert
haben. Als Vergleich diente dabei die Negativkontrolle (Abbildung 1).
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Monozyten mit/ohne inkorporierte Fluoreszein-markierte opsonierte Escherichia coli Bakterien

Abbildung 1: Density Plot mit Zweifarbendarstellung einer auf Eis gelagerten Blutprobe als
Negativkontrolle (A) sowie einer bei 37°C inkubierten Blutprobe (B)

Tabelle 11: Verwendete primére und sekundére Antikdrper

Primédrer Antikorper Isotyp Verdiinnung Zielzelle

Monoclonal Chicken Macrophages IgGl 1:200 Monozyt
(+ Monocytes) antibody
Klon: KULO1, Wirt: Maus

Sekundérer Antikorper Farbstoff Verdiinnung
Goat F (ab) 2 Anti-Mouse IgG1 R-Phycoerythrin 1:200
(R-PE)
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3.10.5 Antikorpertiter gegen NDV

Probenvorbereitung

Fiir die Bestimmung der Antikorpertiter gegen das NDV im Serum wurde ca. 1 ml Vollblut
aus der Fliigelvene in ein Serumréhrchen (S—Monovette® 1,2 ml, Serum, SARSTEDT AG &
Co, Niimbrecht, Deutschland) abgenommen. Danach wurden die Proben bei Raumtemperatur
fiir 15 Minuten bei 2000 x g zentrifugiert (Heraeus Megafuge 1.0, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA), der Uberstand in ein 2 ml-Plastikgefil (Safe-Lock Tube 2 ml,
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) tiberfiihrt und bis zur Analyse bei -20°C autbewahrt.

Analyse

Der Nachweis von Antikorpern gegen das NDV im Serum erfolgte durch einen ELISA nach
Herstellerangaben (IDEXX FlockChek® Newcastle Disease, IDEXX Laboratories Inc.,
Westbrook, USA) in Einfachbestimmung. Die sich anschlieBende Extinktionsmessung
erfolgte mit einem Mikrotiterplatten-Photometer (Dynex MRX, Dynex Technologies,
Chantilly, USA; xChekPlus® Software, IDEXX Laboratories Inc., Westbrook, USA).

3.11 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten wurde mit dem Statistikprogramm IBM SPSS
Statistics 21 (SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA) durchgefiihrt. Als Erstes erfolgte eine
Uberpriifung der Daten auf Normalverteilung mit dem Shapiro-Wilk-Test. Normalverteilte
Daten wurden im Anschluss durch den Mittelwert und Standardabweichung, nicht
normalverteilte Daten durch den Median sowie Minimum und Maximum dargestellt. Bei
iiberwiegender Normalverteilung der Daten wurden eine einfaktorielle Varianzanalyse
(analysis of variance (ANOVA)) sowie eine polynomiale Kontrastanalyse als Trendtest
durchgefiihrt. Die Nullhypothese wurde verworfen, sobald sich die
Uberschreitungswahrscheinlichkeit (p-Wert) p < 0,05 ergab. Im Falle einer Verwerfung der
Nullhypothese erfolgte die Durchfiihrung des Tukey-Tests als Post-Hoc-Signifikanztest, um
vorliegende Gruppenunterschiede nachzuweisen. Die Uberschreitungswahrscheinlichkeit (p-
Wert) wurde mit p <0,05 als signifikant und mit p <0,10 als tendenziell angesehen. Die
iiberwiegend nicht normalverteilten Daten wurden mit dem Kruskal-Wallis-Test und einer
polynomialen Kontrastanalyse ausgewertet und bei Vorkommen des Signifikanzniveaus
p <0,05 ein Signifikanztest nach Mann-Whitney ausgefiihrt, um vorliegende Unterschiede

zwischen den Versuchsgruppen festzustellen.
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4 Ergebnisse

4.1 Versuchsdiiten

Im Versuchsdesign wurden fiinf verschiedene Didten auf der Basis einer einheitlichen
Grundmischung eingesetzt. Die Didten wurden fiir beide Versuchsdurchgénge gemischt und
verflittert. Die Ergebnisse der Futterzusammensetzung sind in Tabelle 12 und Tabelle 13
aufgelistet. Nach Angaben der LUFA-ITL GmbH (Kiel, Deutschland) bestanden nach der
mikrobiologischen Analyse der Didten keine FEinschrinkungen der mikrobiologischen
Qualitat.

4.2  Gesundheitsbeurteilung

In keinem der beiden konsekutiven Fiitterungsversuche wurden gesundheitliche
Auffilligkeiten oder erhdhte Mortalitdtsraten festgestellt.
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Tabelle 12: Rohnéhrstoff-, Mineralstoff-, Spurenelement-, Mannan- und Glucangehalte sowie Ergebnisse der mikrobiologischen Analyse der
verschiedenen Versuchsdidten und des Hefezellwandproduktes

Hefezellwandprodukt
0% 0,05 % 0,10 % 0,20 % 0,30 %

HZWP St. Em. St. Em. St. Em. St. Em. St. Em.
Trockensubstanz g/kg uS 948 909 910 908 911 907 913 938 907 908 905
Rohasche g/kg uS 21,1 59,0 58,3 60,3 59,0 61,7 57,3 62,2 56,8 60,1 56,0
Rohprotein g/kg uS 276 243 217 245 219 248 217 245 208 249 209
Rohfett g/kg uS 5,12 104 102 106 99,5 103 98,6 94,2 102 102 99,1
Stirke g/kg uS . 305 341 307 331 315 350 313 369 317 299
Rohfaser g/kg uS 28,5 27,5 22,8 26,3 23,2 28,9 25,5 28,3 23,0 25,1 27,4
Phosphor g/kg uS 4,54 6,38 5,71 6,63 6,20 6,75 5,84 6,73 5,81 6,74 5,74
Kalzium g/kg uS 1,63 10,2 9,35 10,3 9,93 9,97 9,73 10,4 9,54 10,1 9,66
Natrium g/kg uS 0,77 1,55 1,57 1,48 1,37 1,80 1,33 1,69 1,49 1,58 1,45
Kalium g/kg uS 1,73 8,08 5,99 7,64 6,10 7,29 6,11 7,12 6,10 7,38 6,21
Magnesium g/kg uS 0,24 2,07 1,96 2,06 2,08 2,26 2,24 2,18 2,21 2,21 2,02
Zink mg/kg uS 65,6 76,0 73,8 75,9 81,4 79,0 73,4 82,7 71,6 81,4 74,1
Mangan mg/kg uS 2,25 91,1 99,1 93,0 103 94,4 97,1 94,1 105 97,4 95,4
Kupfer mg/kg uS 3,54 17,6 16,8 17,5 17,5 17,9 15,5 14,8 13,6 17,6 16,4
Eisen mg/kg uS 494 290 284 261 276 292 273 301 290 273 271
Gesamtzucker % der uS . 4,50 3,60 4,40 3,40 4,00 3,70 4,10 3,60 3,90 3,90
Gesamtkeimzahl KbE/g uS <2000 3200 3300 52000 28000 24000 52000 17000 47000 37000 35000
Hefen KbE/g uS n.n. <1000 n.n. <1000 n.n. <1000 1000 <1000 <1000 <1000 2400
Schimmelpilze KbE/g uS n.n. 5000 1100 2100 17000 5500 12000 1800 1700 1100 1500
Stirkegehalt % der uS 8,53
Gesamtglucangehalt % der uS 33,7
(1-3), (1—6)-p-D-Glucangehalt % der uS 25,2 .
Mannangehalt % der uS 21,0 .

Em. = Mast-/Endmastfutter; HZWP = Hefezellwandprodukt; n.n. = nicht nachgewiesen; St. = Starterfutter; uS = urspriingliche Substanz.
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Tabelle 13: Aminosdurenkonzentrationen [g/kg uS] der verschiedenen Versuchsdidten und des Hefezellwandproduktes

Hefezellwandprodukt
0% 0,05 % 0,10 % 0,20 % 0,30 %
Aminosauren HZWP St. Em. St. Em. St. Em. St. Em. St. Em.
Asparaginsiure 22,5 21,9 17,5 21,3 17,5 21,4 19,4 21,6 18,0 21,9 17,2
Threonin 16,1 9,18 8,04 8,75 8,21 8,92 8,76 9,02 8,25 9,25 7,62
Serin 17,3 12,1 10,2 11,7 10,1 11,9 11,4 12,1 10,6 12,2 10,1
Glutaminsaure 16,4 21,5 19,6 22,6 19,6 21,8 21,4 223 22,0 21,7 22,0
Glycin 9,86 9,23 7,73 9,34 7,83 9,16 8,87 9,24 8,27 9,33 7,98
Alanin 14,3 10,0 8,38 9,83 8,45 9,90 9,42 9,99 8,86 10,2 8,42
Valin 12,6 10,3 7,89 10,4 8,47 10,4 7,96 10,3 8,46 10,4 7,04
Isoleucin 12,2 9,95 7,19 9,92 7,89 9,77 7,31 9,86 7,73 10,1 6,31
Leucin 16,6 16,2 13,4 16,0 13,7 16,1 14,8 16,3 14,5 16,4 13,3
Tyrosin 8,84 7,23 5,74 7,16 5,86 7,33 6,91 7,18 6,64 7,35 6,42
Phenylanalin 11,4 11,7 9,29 11,4 9,59 11,7 10,4 11,6 10,2 11,9 9,27
y-Aminobuttersdure 1,59 0,55 0,41 0,30 0,52 0,44 0,95 0,40 0,63 0,51 0,83
Histidin 6,28 7,07 5,61 6,90 5,82 6,99 6,07 7,06 5,96 7,14 5,56
Ornithin 0,08 0,09 0,11 n.n. n.n. n.n. 0,12 n.n. 0,10 0,09 0,09
Lysin 17,3 13,3 11,0 12,9 11,3 13,0 12,2 13,0 11,5 13,3 11,1
Arginin 10,4 15,1 12,1 14,8 12,5 15,0 13,4 15,0 11,9 15,4 11,4
Prolin 8,78 12,7 12,4 12,4 12,9 12,7 16,1 12,9 14,3 12,8 13,2
Methionin 5,51 7,08 7,55 7,08 7,40 6,93 6,76 6,50 6,83 6,67 7,41
Cystein 3,87 6,32 5,76 6,25 5,63 6,12 5,61 6,12 5,52 6,26 5,70

Em. = Mast-/Endmastfutter; HZWP = Hefezellwandprodukt; St. = Starterfutter; n.n. = nicht nachgewiesen; uS = urspriingliche Substanz.
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4.3  Zootechnische Parameter

Die Ergebnisse der Erhebung der zootechnischen Parameter der fiinf Versuchsgruppen iiber
die 35-tdgige Mastperiode sind in Tabelle 14 und 15 dargestellt. Fiir die Auswertung der
Leistungsparameter wurden die erhobenen Mittelwerte aus einer Box als Versuchseinheit
angesehen. Die Tiere aus dem zweiten Mastdurchgang zeigten unabhédngig von ihrer
Gruppenzugehorigkeit  iiberwiegend  geringere  mittlere ~ Lebendmassen  sowie

Lebendmassezunahmen und der Futteraufwand lag hoher als im ersten Durchgang.

4.3.1 Futterauthahme und Futteraufwand

Alle 40 Versuchseinheiten begannen vom ersten Lebenstag selbststindig mit der Futter- und
Wasseraufnahme. Bei der mittleren Futteraufnahme zeigten sich in der ersten Lebenswoche
Unterschiede zwischen den fiinf Versuchsgruppen (p = 0,002). Die Versuchsgruppe mit dem
Zusatz von 0,30 % des Hefezellwandproduktes zeigte eine hohere Futterautnahme verglichen
mit den Versuchsgruppen mit dem Zusatz von 0,05% und 0,10% des
Hefezellwandproduktes. Dabei wies die polynomiale Kontrastanalyse sowohl einen linearen
als auch quadratischen Unterschied iiber die fiinf Versuchsgruppen auf (p =0,013 und
p=0,002), wobei der quadratische Zusammenhang iiberlegen war. Fiir den mittleren
Futteraufwand der Versuchsgruppen ergab sich in der ersten Lebenswoche eine Tendenz fiir
einen quadratischen Trend (p=0,093) sowie eine Tendenz in der einfaktoriellen
Varianzanalyse (p =0,081), wobei die Versuchsgruppe mit dem Zusatz von 0,30 % des
Hefezellwandproduktes den hochsten und die Versuchsgruppe mit 0,05 % Zusatz den
niedrigsten mittleren Futteraufwand aufwies. Ein inverser quadratischer Trend prisentierte
sich als Tendenz in der dritten Lebenswoche (p =0,083). Im Gegensatz dazu lag in der
fiinften Filitterungswoche ein tendenziell linearer Zusammenhang bei der polynomialen
Kontrastanalyse vor (p=0,052). Uber den gesamten Versuchszeitraum konnten keine
Unterschiede bei der mittleren Futteraufnahme und dem mittleren Futteraufwand zwischen

den Versuchsgruppen festgestellt werden.

4.3.2 Lebendmasse und Lebendmassezunahme

Am ersten Lebenstag wiesen die Versuchstiere keine unterschiedlichen Einstallgewichte auf
(p = 1,04). In der zweiten Versuchswoche konnte ein linearer Zusammenhang fiir die mittlere
Lebendmasse (14. Lebenstag) und die mittlere Lebendmassezunahme zugunsten der
Versuchsgruppen mit dem Zusatz des Hefezellwandproduktes festgestellt werden (p = 0,029
und p =0,011). Diese Entwicklung prisentierte sich ebenfalls am 21. Lebenstag als lineare
Tendenz in der Lebendmasse (p =0,089). In der vierten Lebenswoche stellte sich die
Lebendmassezunahme dann als inverser linearer Unterschied dar (p = 0,043), der sich auch in

der einfaktoriellen Varianzanalyse als Trend widerspiegelte (p = 0,088). Ahnlich verhilt es
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sich in der letzten Lebenswoche der Tiere. Es zeigten sich Unterschiede zwischen den
Versuchsgruppen bei der einfaktoriellen Varianzanalyse und der linearen Kontrastanalyse
(»=10,042 und p=0,004). Es ergaben sich keine Unterschiede in der Lebendmasse und
Lebendmassezunahme zwischen den Versuchsgruppen iiber die 35-tdgige Mastperiode.

4.3.3 Mortalititsrate

Die Mortalititsrate lag in dem ersten Mastdurchgang bei 3,95 % und im zweiten
Mastdurchgang bei 3,82 %. Die Ergebnisse der Mortalititsrate nach 35 Masttagen sind in
Tabelle 14 aufgefiihrt. Die Zugabe des Hefezellwandproduktes hatte keinen Einfluss auf die
Mortalitétsrate.

Tabelle 14: Mortalitdtsrate nach 35 Versuchstagen [%] der fiinf Versuchsgruppen (Median
(Minimum-Maximum); n = 8

Hefezellwandprodukt p
0% 0,05 % 0,10 % 0,20 % 0,30 % Kruskal-Wallis
2,92 5,88 5,88 2,94 2,94 0,781

(0,00 -5,88) (0,00-11,8) (0,00-11,8) (0,00-11,8) (0,00 - 5,88)

n = Anzahl der giiltigen Fille/Versuchsgruppe; p = Uberschreitungswahrscheinlichkeit.
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Tabelle 15: Mittlere Leistungsdaten der fiinf Versuchsgruppen [g] (Mittelwert und Standardabweichung); n = 8

Hefezellwandprodukt p
0 % 0,05 % 0,10 % 0,20 % 0,30 % ANOVA Linear* Quadrat*
Lebendmasse d 1 42,1+0,83 42,2+0,76 42,6 £0,54 42,7+1,08 41,7 +0,64 0,104 0,563 0,012
Lebendmasse d 7 159 + 5,57 161 £4.91 158 +£8,29 159 +4,93 162 £5,65 0,751 0,551 0,382
Lebendmassezunahme d 1 - 7 117 +£5,33 119 +4,59 116 + 8,33 116 +4,76 120 + 5,33 0,540 0,489 0,213
Futteraufnahme d 1 - 7 159+ 11,8® 150 +6,02° 147 + 7,60° 157+£6,01* 165+ 11,1° 0,002 0,013 0,002
Futteraufwand d 1 - 7 1,35+0,11 1,26 £ 0,06 1,27 £0,07 1,35+0,07 1,38 +0,13 0,081 0,121 0,093
Lebendmasse d 14 443 + 20,1 447 £ 20,5 444 £ 20,1 451 +22,6 464 + 16,5 0,220 0,029 0,434
Lebendmassezunahme d 8 - 14 283 +15,8 286+ 16,4 285+12,8 292+ 18,4 302+12,0 0,134 0,011 0,588
Futteraufnahme d 8 - 14 345+ 25,7 347 + 16,1 351 +18,0 352+19,5 352+16,0 0,914 0,415 0,647
Futteraufwand d 8 - 14 1,22 £ 0,04 1,22 £ 0,03 1,23 £ 0,03 1,21 £0,07 1,17 £0,07 0,286 0,180 0,220
Lebendmasse d 21 946 + 37,0 952 +27.6 944 +39.0 958 +£47.5 979 + 45,7 0,430 0,089 0,431
Lebendmassezunahme d 15 -21 503 £20,9 505+ 14,3 500+21,8 506 +30,0 515+33,1 0,823 0,334 0,526
Futteraufnahme d 15 - 21 678 £ 34,3 682 +23.8 706 + 62,5 689 + 48,1 690 + 38,2 0,754 0,639 0,419
Futteraufwand d 15 - 21 1,35 +0,05 1,35+ 0,04 1,41 £0,08 1,36 +£0,07 1,34 £ 0,05 0,211 0,728 0,083
Lebendmasse d 28 1655 £ 30,0 1660 + 34,9 1637 £ 76,9 1628 £ 55,8 1669 + 48,0 0,504 0,884 0,134
Lebendmassezunahme d 22 -28 709 £ 17,7 708 £ 14,4 692 + 50,9 670 24,1 690 +26,9 0,088 0,043 0,117
Futteraufnahme d 22 - 28 987 + 106 995 +91.4 1002 £+ 79,3 1011 £ 89,3 992 + 75,8 0,985 0,850 0,587
Futteraufwand d 22 - 28 1,39 +£0,14 1,41 £0,13 1,45+0,11 1,51 +£0,11 1,44 £ 0,09 0,349 0,208 0,150
Lebendmasse d 35 2434 £35,7 2439+69,6 2398 £ 90,1 2364 + 83,1 2410+ 51,6 0,213 0,164 0,129
Lebendmassezunahme d 29 -35 778 £25,2 779 + 38,0 761 +£22.3 735+49,6 740 £ 31,3 0,042 0,004 0,428
Futteraufnahme d 29 - 35 1264 £ 27,8 1259 £ 47,0 1254 £ 56,4 1226 £52,6 1242 +£22.3 0,447 0,138 0,432
Futteraufwand d 29 - 35 1,63 +0,07 1,62 £0,09 1,65 +0,07 1,67 £0,06 1,68 £0,06 0,359 0,052 0,843
Lebendmassezunahme Total 2392 +£35,7 2397 +69,1 2356+89,9  2321+£82,9 2368 +£51,5 0,203 0,165 0,121
Futteraufnahme Total 3434 + 104 3435+ 100 3463 + 183 3437 £ 141 3443 £ 974 0,991 0,934 0,820
Futteraufwand Total 1,44 + 0,05 1,43 £ 0,05 1,47 £ 0,06 1,48 £ 0,06 1,45+ 0,04 0,284 0,221 0,124

n = Anzahl der giiltigen Fille/Versuchsgruppe; p = Uberschreitungswahrscheinlichkeit; *polynomialer Kontrast; unterschiedliche Indizes (a,b) innerhalb einer Reihe geben
signifikante Unterschiede an (p < 0,05).
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4.4  Verdauungsphysiologische Parameter

4.4.1 pH-Wert der Digesta

In Tabelle 16 sind die mittleren pH-Werte der untersuchten Abschnitte aus dem
Gastrointestinaltrakt dargestellt. Bei drei Tieren konnte aus dem Kropf nicht gentigend Inhalt
fiir die pH-Wert-Messung gewonnen werden. Die Versuchsgruppe mit dem Zusatz von
0,10 % des Hefezellwandproduktes zeigte im Kropf einen niedrigeren pH-Wert verglichen
mit dem Zusatz von 0,05 % und 0,30 % des Hefezellwandproduktes (p = 0,027). Ein niedriger
pH-Wert wurde im Kropf mit einem Zusatz von 0,10 % des Hefezellwandproduktes erreicht,
dieser stieg in den hoheren Dosierungen von 0,20 % und 0,30 % des Hefezellwandproduktes
wieder an. Der pH-Wert der Versuchsgruppe mit dem Zusatz von 0,30 % des
Hefezellwandproduktes war zudem hoher gegeniiber der Versuchsgruppe mit 0,20 % Zusatz
(p = 0,027). Dabei zeichnete sich ein quadratischer Trend bei den Ergebnissen des pH-Wertes
aus dem Kropf ab (p =0,001), wihrend sich ein steigender linearer Zusammenhang bei der
pH-Wert-Messung im Ileum und ein inverser quadratischer Unterschied in der Caecadigesta
ergab (p = 0,055 und p = 0,039).

4.4.2 Trockensubstanzgehalt der [leumdigesta

Die Ergebnisse der prozentualen Trockensubstanzgehalte in der Ileumdigesta sind in
Tabelle 17 aufgefiihrt. Es konnten keine Unterschiede zwischen den fiinf Versuchsgruppen

hinsichtlich der prozentualen Trockensubstanzgehalte ermittelt werden.

4.4.3 Praecaecale Verdaulichkeit der Nahrstoffe

Die Ergebnisse der prozentualen Werte der scheinbaren ilealen Verdaulichkeit des
Rohproteins, Rohfetts und der Stirke finden sich in Tabelle 17. Lediglich bei der Analyse des
Rohproteins ergab sich eine tendenzielle Erhdhung der praecaecalen Verdaulichkeit
zugunsten der Versuchsgruppen mit dem Zusatz des Hefezellwandproduktes (p = 0,064). In
der Kontrastanalyse konnte sowohl ein linearer als auch quadratischer Trend aufgezeigt

werden, wobei der quadratische Zusammenhang tiberwog (p = 0,070 und p = 0,024).
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Tabelle 16: Mittlere pH-Werte der Digesta der fiinf Versuchsgruppen (Median (Minimum-Maximum)); n = 8'

Hefezellwandprodukt p

0% 0,05 % 0,10 % 0,20 % 0,30 % Kruskal-Wallis  Linear*  Quadrat*
Kropf 5,65 (4,14 -5,93)™ 5.16' (4,27 -5,86)"™ 4,38' (4,23 -5,70)° 4,71 (4,24 - 5,58)™ 5,47' (4,90 - 6,28)" 0,027 0,459 0,001
lleum 7,50 (7,00 -7,65)  7,52(5,32-7,83) 7,53 (6,41-7.83) 7,64(7,00-7.88) 7,71 (7,50 - 7,87) 0,107 0,055 0,470
Caeca 6,75(5,92-723)  6,83(6,05-7,12) 7,06(6,18-744) 6,64 (630-727) 6,46 (539 -7,07) 0,117 0,178 0,039

n = Anzahl der giiltigen Fille/Versuchsgruppe; 'n = sieben giiltige Fille/Versuchsgruppe; p = Uberschreitungswahrscheinlichkeit; *polynomialer Kontrast; unterschiedliche
Indizes (a,b,c) innerhalb einer Reihe geben signifikante Unterschiede an (p < 0,05).

Tabelle 17: Scheinbare ileale Verdaulichkeit des Rohproteins, Rohfetts und Stirke [%] sowie prozentualer Trockensubstanzgehalt der uS im
Ileum der fiinf Versuchsgruppen (Mittelwert und Standardabweichung); n =8

Hefezellwandprodukt p
0% 0,05 % 0,10 % 0,20 % 0,30 % ANOVA Linear* Quadrat*
Rohprotein 75,3 +5,16 78,5+ 1,85 79,0 + 3,49 79,8 + 1,46 78,5 +2,02 0,064 0,070 0,024
Rohfett 95,4+ 1,08 95,3 +0,75 96,0 £ 1,06 95,9+ 0,48 95,6 +0,97 0,413 0,490 0,182
Stirke 89,1 £ 4,34 88,7 £ 4,89 90,3 + 1,59 90,2 + 2,35 88,9+ 1,91 0,796 0,865 0,324
Trockensubstanzgehalt [%] 48,3+ 0,94 48,7+ 1,66 49,4 + 1,47 48,6 £1,78 48,3 £ 1,66 0,613 0,779 0,195

n = Anzahl der giiltigen Fille/Versuchsgruppe; p = Uberschreitungswahrscheinlichkeit; uS = urspriingliche Substanz; *polynomialer Kontrast.
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4.5 Mikrobiologische Parameter

4.5.1 Bakterielle Metaboliten

Bei vier Tieren konnte nicht geniigend Kropfinhalt fiir die Bestimmung aller Metaboliten
sowie bei einem Tier nicht genligend Caecainhalt fiir die Bestimmung von Ammonium

gewonnen werden.

D- und L-Laktat

Die Konzentrationen von D- und L-Laktat sind in Tabelle 18 aufgelistet. Bei der Analyse des
L-Laktats konnte in der Kropfdigesta ein quadratischer Trend gezeigt werden (p = 0,091). Im
Kropf stiegen die D- und L-Laktatkonzentrationen bis zu einer Dosierung von 0,10 % sowie
im Ileum bis zu einer Dosierung von 0,20 % des Hefezellwandproduktes an und fielen bei
weiteren Dosierungssteigerungen ab. Wihrend sich in den Caeca durch den Zusatz des
Hefezellwandproduktes keine Unterschiede ergaben, bewirkte der Zusatz des
Hefezellwandproduktes im Ileum tendenzielle Unterschiede zwischen den fiinf
Versuchsgruppen (p =0,091). Dabei ergab sich jedoch weder ein linearer noch ein

quadratischer Zusammenhang.

Ammonium

Die Konzentration von Ammonium wurde durch die Zugabe des Hefezellwandproduktes

nicht beeinflusst. Die Ergebnisse sind in Tabelle 19 aufgefiihrt.

Kurzkettige Fettsduren

Die Ergebnisse der Bestimmung der kurzkettigen Fettsduren finden sich in Tabelle 20. Es
konnten weder in der Kropf- noch in der Ileumdigesta Unterschiede oder polynomiale
Zusammenhdnge zwischen den einzelnen Versuchsgruppen festgestellt werden, wobei die
Essigsdurekonzentrationen im Kropf bis zu einer Dosierung von 0,10% des
Hefezellwandproduktes numerisch anstiegen und bei steigenden Dosierungen wieder abfielen.
Die Konzentration der Propionsdure in den Caeca wies im Kruskal-Wallis-Test Unterschiede
zwischen den Versuchsgruppen auf (p =0,047). Dabei zeigte die Versuchsgruppe mit dem
Zusatz von 0,30 % des Hefezellwandproduktes niedrigere Propionsdurekonzentrationen
verglichen mit den Versuchsgruppen mit dem Zusatz von 0,05% und 0,10 % des
Hefezellwandproduktes. In der Kontrastanalyse présentierte sich zudem ein linear abfallender
Trend (p =0,017). Bei der Konzentration von i- und n-Valeriansdure ergaben sich in der

Caecadigesta lineare Zusammenhédnge (p = 0,087 und p = 0,012).
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Tabelle 18: D- und L-Laktat Konzentrationen [umol/g uS] der Digesta der fiinf Versuchsgruppen (Median (Minimum-Maximum))

Hefezellwandprodukt p
0% 0,05 % 0,10 % 0,20 % 0,30 % Kruskal-Wallis  Linear* Quadrat*

Kropf L-Laktat 2,38 (0,89 - 78,8) 13,6 (0,53 -49,3) 37,9 (0,66 -47,7) 15,0 (1,21 -47,6) 2,76 (0,11 - 19,7) 0,286 0,362 0,091

D-Laktat 0,37 (0,10 - 98,6) 6,37 (0,07 -44,0) 31,9 (0,08 - 55,4) 5,58 (0,02 - 35,7) 0,67 (0,05 - 8,95) 0,246 0,257 0,222
n 8 7 6 8 7
Ileum L-Laktat 3,20 (1,08 -51,8) 5,30(1,93-116) 11,0(0,81-63,8) 14,4 (1,61 -42,7) 2,71 (0,80 - 6,31) 0,203 0,214 0,137

D-Laktat 0,17 (0,01 -25,7) 0,62 (0,08 - 34,3) 2,28 (0,01 -45,6) 2,43 (0,36-12,5) 0,15 (0,01 -0,87) 0,091 0,189 0,176
n 8 8 8 8 8
Caeca L-Laktat 0,29 (0,00 - 0,99) 0,45 (0,00 -1,96) 0,13 (0,00 -1,32) 0,62 (0,00-1,4) 0,64 (0,00 -1,99) 0,784 0,313 0,480

D-Laktat 0,12 (0,01 - 0,59) 0,02 (0,01 -0,47) 0,03 (0,01 -0,70) 0,01 (0,01 -0,71) 0,04 (0,01 -0,18) 0,902 0,216 0,898
n 8 8 8 8 8

n = Anzahl der giiltigen Fille/Versuchsgruppe; p = Uberschreitungswahrscheinlichkeit; uS = urspriingliche Substanz; *polynomialer Kontrast.

Tabelle 19: Konzentration des Ammoniums [pumol/g uS] der Digesta der fiinf Versuchsgruppen (Median (Minimum-Maximum))

Hefezellwandprodukt p
0% 0,05 % 0,10 % 0,20 % 0,30 % Kruskal-Wallis  Linear* Quadrat*
Kropf 3,18 (2,08 -9,02) 2,92 (2,05-4,17) 2,70 (1,89 -4,68) 2,47 (1,72 -4,18) 2,46 (1,91 -4,79) 0,623 0,134 0,407
n 8 7 6 8 7
Ileum 7,5(7,00 -7,65) 7,52(5,32-7,83) 7,53 (6,41-7,83) 7,64(7,00-7,88) 7,71(7,50-7,87) 0,487 0,923 0,228
n 8 8 8 8 8
Caeca 15,9 (8,99 -22,8) 18,0(11,0-25,0) 16,9 (6,48 -24,5) 12,2 (8,28-22,0) 14,1 (11,4 -24,6) 0,492 0,271 0,717
n 8 7 8 8 8

n = Anzahl der giiltigen Fille/Versuchsgruppe; p = Uberschreitungswahrscheinlichkeit; uS = urspriingliche Substanz; *polynomialer Kontrast.
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Tabelle 20: Konzentrationen der kurzkettigen Fettsduren [umol/g uS] in der Digesta der fiinf Versuchsgruppen (Median (Minimum-Maximum))

Hefezellwandprodukt p
Kruskal
0% 0,05 % 0,10 % 0,20 % 0,30 % -Wallis Linear* Quadrat*
Kropf Essigsdure 2,31 (1,86-19,0) 8,81(2,08-13,1) 11,9(1,71-14,5) 5,56(1,08-9,17) 2,45(1,06-12,0) 0,286 0,265 0,237
Propionsédure 0,00 (0,00 - 0,09) 0,00 (0,00 -0,20) 0,00 (0,00 - 0,45) 0,00 (0,00 -0,11) 0,00 (0,00-0,07) 0,868 0,549 0,326
i-Buttersdure 0,08 (0,00 -0,29) 0,09 (0,00-0,57) 0,02 (0,00-0,34) 0,04 (0,00-3,37) 0,05(0,00-0,08) 0,271 0,785 0,306
n-Buttersidure 0,00 (0,00 - 0,39) 0,00 (0,00 -0,30) 0,00 (0,00 -0,08) 0,00 (0,00 -0,58) 0,00(0,00-0,26) 0,709 0,841 0,979
i-Valeriansdure 0,06 (0,00 - 0,46) 0,06 (0,00 - 0,30) 0,02 (0,00 - 0,24) 0,08 (0,00 - 0,73) 0,00 (0,00-0,18) 0,896 0,761 0,574
n-Valeriansdure n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Gesamtfettsduren 2,92 (2,10-19,1) 9,21 (2,14-13,4) 12,0(1,77-15,0) 5,74(1,39-12,5) 2,79 (1,18 -12,2) 0,286 0,281 0,192
n 8 7 6 8 7
Ileum Essigsdure 3,71 (1,56 -5,98) 4,80(1,62-10,6) 2,81(1,46-4,76) 2,58(1,23-3,83) 2,61(1,66-8,44) 0,181 0,211 0,438
Propionsédure 0,04 (0,00 -0,19) 0,12 (0,00-0,18) 0,06 (0,00-0,16) 0,02 (0,00-0,16) 0,11(0,00-0,19) 0,502 0,594 0,408
i-Buttersdure 0,11 (0,00 -0,20) 0,03 (0,00-0,09) 0,04 (0,00-0,14) 0,07 (0,00-0,16) 0,00(0,00-0,09) 0,168 0,101 0,689
n-Buttersédure 0,00 (0,00 - 0,07) 0,00 (0,00 -0,08) 0,00 (0,00 -0,07) 0,00 (0,00 -0,23) 0,00(0,00-0,23) 0,427 0,633 0,187
i-Valeriansdure 0,21 (0,13 -1,05) 0,27 (0,00 -0,68) 0,19 (0,10-0,45) 0,26(0,12-0,39) 0,23 (0,12-0,44) 0,878 0,254 0,313
n-Valeriansdure n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Gesamtfettsduren 4,15 (1,81 -6,30) 5,22 (1,77-11,0) 3,25(1,71-5,07) 3,00(1,54-4,32) 3,04(1,84-9,07) 0,150 0,177 0,352
n 8 8 8 8 8

n = Anzahl der giiltigen Fille/Versuchsgruppe; n.n. = nicht nachgewiesen; p = Uberschreitungswahrscheinlichkeit; uS = urspriingliche Substanz; *polynomialer Kontrast.

65



Ergebnisse

Tabelle 20: Konzentrationen der kurzkettigen Fettsduren [umol/g uS] in der Digesta der flinf Versuchsgruppen (Median (Minimum-Maximum))

Hefezellwandprodukt p
Kruskal-
0% 0,05 % 0,10 % 0,20 % 0,30 % Wallis Linear* Quadrat*
Caeca Essigsdure 66,9 73,9 61,8 68,1 64,0 0,200 0,896 0,880
(45,7 - 86,8) (58,9 -94,3) (45,4 -78,4) (61,3-102) (46,7 - 95,9)
Propionséure 4,34 4,96 4,50 4,40 3,27 0,047 0,017 0,687
(2,85 - 14,2)™ (3,80 - 7,55)* (3,82 -9,53)" (2,50 - 8,81)™ (1,72 - 4,80)°
i-Buttersdure 0,63 0,54 0,80 0,53 0,62 0,105 0,102 0,315
(0,00 - 0,72) (0,41 -1,22) (0,47 -1,03) (0,00 - 0,79) (0,00 - 0,76)
n-Buttersdure 12,8 16,0 12,7 13,9 16,3 0,521 0,342 0,664
(7,63 - 19,2) (9,13-19,5) (5,50-19,7) (11,1-19,2) (8,73 -21,5)
i-Valeriansdure 1,16 0,85 0,88 0,80 0,97 0,191 0,087 0,223
(1,00 - 1,41) (0,56 - 2,32) (0,62 - 1,47) 0,41 -1,27) (0,44 - 1,46)
n-Valeriansdure 1,08 1,23 0,95 0,91 0,86 0,116 0,012 0,654
(0,78 - 1,48) (0,76 - 1,58) (0,67 - 1,56) (0,61 -1,39) (0,57 -1,12)
Gesamtfettsduren 90,7 98,0 83,8 88,7 84,4 0,267 0,718 0,942
(64,0 -110) (82,4 - 120) (64,5 - 98,2) (80,4 - 127) (61,7 -122)
n 8 8 8 8 8

n = Anzahl der giiltigen Fille/Versuchsgruppe; p = Uberschreitungswahrscheinlichkeit; uS = urspriingliche Substanz; *polynomialer Kontrast; unterschiedliche Indizes (a,b)
innerhalb einer Reihe geben signifikante Unterschiede an (p < 0,05).
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4.5.2 Quantifizierung von Laktobazillen, Bifidobakterien, Enterobakterien und
Escherichia/Hafnia/Shigella spp. mittels gPCR

Die mittlere Kopienzahl von den Bakteriengruppen ist in Tabelle 21 zusammengefasst. In der
Auswertung fanden nur die Proben Beriicksichtigung, in denen die gesuchten
Bakteriengruppen mittels der verwendeten Primer detektiert werden konnten. Ausnahme
bildeten dabei vier Digestaproben aus dem Ileum. Diese Proben konnten fiir die
Durchfiihrung der qPCR aufgrund zu geringer DNA-Konzentrationen nicht verwendet
werden. Bei der Quantifizierung der Bifidobakterien, Enterobakterien und
Escherichia/Hafnia/Shigella spp. konnten in keinem der untersuchten Abschnitte im
Gastrointestinaltrakt Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen gefunden werden. Im
Gegensatz dazu konnte in der Kropfdigesta ein quadratischer Effekt bei den Laktobazillen
festgestellt werden, der sich im Ileum fortsetzt (p = 0,010 und p = 0,002). Obgleich dieser
quadratische Trend dominiert, zeigt sich in der Ileumdigesta ferner ein linearer
Zusammenhang zwischen der Produktkonzentration und den Laktobazillen (p =0,018). Der
Kruskal-Wallis-Test wies ebenfalls in der Ileumdigesta Unterschiede hinsichtlich der
Bakteriengruppe der Laktobazillen auf (p = 0,027). Die Versuchsgruppe mit dem Zusatz von
0,30 % des Hefezellwandproduktes zeigte eine niedrigere Kopienzahl der Laktobazillen
verglichen mit den Versuchsgruppen mit dem Zusatz von 0,05 %, 0,10 %, und 0,20 % des
Hefezellwandproduktes. Zudem ergab sich ein Unterschied zwischen der Kontrollgruppe
sowie der Gruppe mit dem Zusatz von 0,20 % des Hefezellwandproduktes. Im Kropf konnte
ein Anstieg der Kopienzahl der Laktobazillen bis zu einer Dosierung von 0,10 % sowie im
Ileum bis zu einer Dosierung von 0,20 % des Hefezellwandproduktes beobachtet werden, die

bei weiteren Dosierungssteigerungen wieder abfielen.
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Tabelle 21: Mittlere Kopienzahl [log;o Kopienzahl/g uS] von Laktobazillen, Bifidobakterien, Enterobakterien und Escherichia/Shigella/Hafnia
spp. in der Digesta der fiinf Versuchsgruppen (Median (Minimum-Maximum))

Hefezellwandprodukt p
Kruskal-
0 % 0,05 % 0,10 % 0,20 % 0,30 % Wallis  Linear* Quadrat*
Kropf Lakto- 8,29 9,19 9,44 9,39 8,60 0,108 0,875 0,010

bazillen (7,42 - 9,63) (7,47 -9,91) (7,50 - 9,73) (8,27 - 9,82) (7,25 - 9,44)

8 8 7 8 8
Bifido- 4,78 4,70 4,93 4,83 4,89 0,764 0,471 0,780
bakterien (4,31 - 5,35) (4,64 - 5,07) (4,01 - 5,07) (4,58 - 5,27) (4,50 - 4,99)

5 7 4 7 7
Entero- 5,83 6,44 6,35 6,51 6,42 0914 0,524 0282
bakterien (5,50 - 6,86) (6,34 - 6,57) (6,18 - 6,51) (4,84 - 7,82) (3,37 - 6,96)

6 4 2 4 6
Escherichia/ 6,81 7,10 6,41 6,34 6,98 0,435 0,728 0412
Shigella/ (5,95 - 8,00) (5,76 - 7,97) (5,36 - 7,34) (5,65 - 8,77) (3,91 -7,82)
Hafnia spp.

8 8 7 7 8

Ileum Lakto- 7,92 8,05 8,13 8,40 6,84 0,027 0,018 0,002

bazillen (7,44 - 9,07)™ (7,86 - 9,33)™ (7,07 - 9,54)® (7,97 - 8,98)" (6,27 - 8,64)°

7 7 8 8 6
Bifido 4,69 4,78 4,89 4,67 4,40 0,420 0,124 0,629
bakterien (4,66 - 6,53) (4,50 - 4,93) (4,41 -4,97) (4,57 - 5,10) (4,28 - 4,89)

3 3 3 3 4
Entero- 4,45 6,32 5,02 4,81 4,58 0,568 0,262 0,964
bakterien (3,93 - 7,53) (5,73 - 6,91) (3,83 - 5,74) (4,13 - 6,37) (4,46 - 4,77)

3 2 5 4 3
Escherichia/ 5,64 7,17 6,41 5,73 5,92 0,316 0,127 0,562
Shigella/ (5,54 - 8,77) (5,47 -7,97) (5,66 - 7,75) (4,70 - 7,74) (5,50 - 6,30)
Hafnia spp.

7 7 8 8 6

n = Anzahl der nachgewiesenen Fille/Versuchsgruppe; p = Uberschreitungswahrscheinlichkeit; uS = urspriingliche Substanz *polynomialer Kontrast; unterschiedliche Indizes

(a,b,c) innerhalb einer Reihe geben signifikante Unterschiede an (p < 0,05).
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Tabelle 21: Mittlere Kopienzahl [log;o Kopienzahl/g uS] von Laktobazillen, Bifidobakterien, Enterobakterien und Escherichia/Shigella/Hafnia
spp. in der Digesta der fiinf Versuchsgruppen (Median (Minimum-Maximum)); n = 8§

Hefezellwandprodukt p
Kruskal-
0% 0,05 % 0,10 % 0,20 % 0,30 % Wallis  Linear* Quadrat*
Caeca Laktobazillen 8,86 8,64 8,99 8,68 8,49 0,366 0,292 0,367
(7,93 -9,74) (8,01 -9,42) (7,28 -9,82) (8,22 -9,37) (8,08 -9,36)
Bifidobakterien 5,74 5,86 5,80 5,93 5,77 0,924 0,962 0,403
(4,27 - 6,16) (4,96 - 6,37) (4,42 -6,31) (5,22 - 6,25) (4,55 - 6,05)
Enterobakterien 7,67 7,41 7,58 7,29 7,39 0,149 0,284 0,426
(7,01 - 8,02) (6,87 -17,88) (6,93 -7,92) (6,78 - 7,53) (6,84 - 8,13)
Escherichia/ 8,57 8,26 8,52 8,25 8,60 0,696 0,693 0,219
Shigella/ (7,33 -9,23) (7,81 -9,10) (7,71 -9,20) (6,53 -8,91) (7,70 - 9,22)
Hafnia spp.
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Ergebnisse

4.6 Immunologische Parameter

4.6.1 Intestinales IgA

Die Ergebnisse der Analyse befinden sich in Tabelle22. Die Zugabe des
Hefezellwandproduktes bewirkte keine Verdnderung der Konzentration von intestinalem IgA

in der Duodenumdigesta.

4.6.2 Immunorgangewichte

Zwischen den flinf Versuchsgruppen gab es keine Unterschiede hinsichtlich der relativen

Immunorgangewichte. Die Ergebnisse sind in Tabelle 23 aufgefiihrt.
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Tabelle 22: Gehalt von intestinalem IgA [mg/L] in der Duodenumdigesta der fiinf Versuchsgruppen (Median (Minimum-Maximum)); n = 8

Hefezellwandprodukt p
0% 0,05 % 0,10 % 0,20 % 0,30 % Kruskal-Wallis Linear* Quadrat*
Intestinales [gA 280 (137 -417) 279 (227 -453) 236 (161-902) 371 (146-911) 346 (179 - 699) 0,642 0,303 0,563

n = Anzahl der giiltigen Fille/Versuchsgruppe; p = Uberschreitungswahrscheinlichkeit; *polynomialer Kontrast.

Tabelle 23: Relative Immunorgangewichte [%] der fiinf Versuchsgruppen (Mittelwert und Standardabweichung); n = 8

Hefezellwandprodukt p
0 % 0,05 % 0,10 % 0,20 % 0,30 % ANOVA Linear* Quadrat*
Thymus 0,37+0,10 0,41+0,11 0,47 £ 0,09 0,39+0,11 0,37+0,12 0,372 0,638 0,132
Milz 0,07 £ 0,01 0,07 £ 0,01 0,07 £ 0,02 0,07 +£ 0,02 0,07 £ 0,02 0,996 0,875 0,994
Bursa Fabricii 0,16 £0,04 0,16 £ 0,04 0,17 £ 0,04 0,17 £ 0,06 0,17+ 0,04 0,903 0,526 0,471

n = Anzahl der giiltigen Fille/Versuchsgruppe; p = Uberschreitungswahrscheinlichkeit; *polynomialer Kontrast.
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4.6.3 Quantifizierung von Zellgehalten im Vollblut

Die Ergebnisse der Blutbildanalyse sind in Tabelle 24 aufgelistet. Eine Blutprobe, die am 21.
Lebenstag entnommen wurde, war geronnen und konnte nicht ausgewertet werden. Es
konnten an keinem der drei Entnahmezeitpunkte bei den Heterophilen und Monozyten ein
Unterschied im Kruskal-Wallis-Test oder der polynomialen Kontrastanalyse festgestellt
werden. Es lieB sich an allen drei Zeitpunkten der Blutentnahme eine numerische Erhéhung
der Lymphozyten, T- und B-Zellen der Versuchsgruppen mit dem Zusatz des
Hefezellwandproduktes im Gegensatz zur Kontrollgruppe zeigen. Am 34. Lebenstag ergab
sich eine hohere Lymphozytenzellzahl der Versuchsgruppen mit dem 0,05 % und 0,20 %
Zusatz des Hefezellwandproduktes im Gegensatz zur Kontrollgruppe (p =0,037). Diese
Entwicklung présentierte sich ebenfalls als eine Tendenz bei den T- und B-Zellen (p = 0,084
und p = 0,066). Zudem liel sich am 34. Lebenstag ein quadratischer Zusammenhang bei den
Lymphozyten (p = 0,036) sowie bei den T- und B-Zellen erkennen (p = 0,082 und p = 0,012).
Dieser tendenzielle quadratische Kontrast war ebenfalls am 28. Lebenstag bei den B-Zellen
sichtbar (p = 0,072).
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Tabelle 24: Ergebnisse der Blutbildanalyse [Zellzahl/ul Blut] der fiinf Versuchsgruppen (Median (Minimum-Maximum)); n = 8'

d Hefezellwandprodukt p
Kruskal-
0% 0,05 % 0,10 % 0,20 % 0,30 % Wallis Linear* Quadrat*
Heterophile 21 3968 5195 3769' 3658 3939 0,777 0,247 0,914
(2592 - 8495) (1947 - 6451) (1913 -9691) (2669 - 5970) (2378 - 5373)
28 4128 4885 4769 4641 5144 0,664 0,401 0,503
(3014 - 5425) (2802 -11193) (2863 - 6018) (2351 -11304) (3442 -7320)
34 3570 5455 5011 6018 4944 0,234 0,347 0,481
(2582 - 7423) (3110 - 14773) (1646 - 7861) (3903 - 12811) (3399 - 11165)
Monozyten 21 551 650 576 650 747 0,883 0,670 0,894
(226 - 3138) (327 - 1932) (357 - 2004) (424 - 1345) (362 - 1223)
28 571 677 494 581 714 0,115 0,359 0,646
(183 -711) (222 - 1878) (118 - 642) (393 -2797) (451 -951)
34 560 823 853 795 874 0,426 0,129 0,399
(319 - 1581) (599 - 1231) (585 -1210) (353 - 5247) (420 - 3359)

n = Anzahl der giiltigen Fille/Versuchsgruppe; 'n = sieben giiltige Fille/Versuchsgruppe; p = Uberschreitungswahrscheinlichkeit; *polynomialer Kontrast.
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Tabelle 24: Ergebnisse der Blutbildanalyse [Zellzahl/ul Blut] der fiinf Versuchsgruppen (Median (Minimum-Maximum)); n = 8'

d Hefezellwandprodukt p
Kruskal-
0% 0,05 % 0,10 % 0,20 % 0,30 % Wallis Linear* Quadrat*
Lymphozyten 21 7941 9090 8294! 8501 8392 0,573 0,554 0,358
(6468 - 9605) (5375 - 11444) (7242 - 11360) (6970 - 12142) (6282 - 10947)
28 10106 11127 10847 12156 11789 0,676 0,264 0,576
(8347 -14200) (7393 - 15930) (7413 - 13827) (8740 - 19307) (8942 - 15930)
34 10831 14673 12802 13859 13078 0,037 0,262 0,036
(8703 - 13728)b (10192 - 16583)" (9451 - 16432)ab (11191 -20186)" (10903 - 14826)ab
T-Zellen 21 6570 7748 6936’ 7028 7406 0,792 0,547 0,538
(5228 - 8238) (4851 - 9418) (6214 - 9342) (5472 - 10221) (5099 - 9459)
28 8987 9517 9289 10023 10128 0,748 0,321 0,810
(7361 -12109) (6382 -13033) (6096 - 12396) (6813 - 16466) (7368 - 13973)
34 9222 12078 11059 11422 11414 0,084 0,319 0,082
(7945-11765) (8731 - 14185) (7780 - 12891) (9424 - 17154) (9070 - 12880)
B-Zellen 21 1100 1424 1218! 1561 1226 0,462 0,547 0,538
(739 - 1540) (523 - 2026) (611 -2017) (959 - 2070) (625 - 1967)
28 1122 1581 1388 1826 1574 0,168 0,180 0,072
(880 -2091) (776 - 2896) (1097 - 2206) (1303 - 2841) (982 - 1957)
34 1413 2466 2028 2388 1889 0,066 0,252 0,012

(759 - 2130) (633 - 2828) (1024 -3541)  (1582-3304) (1592 -2107)

n = Anzahl der giiltigen Fille/Versuchsgruppe; 'n = sieben giiltige Fille/Versuchsgruppe; p = Uberschreitungswahrscheinlichkeit; *polynomialer Kontrast; unterschiedliche
Indizes (a,b) innerhalb einer Reihe geben signifikante Unterschiede an (p < 0,05).
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4.6.4 Phagozytoseaktivitit der Monozyten im Vollblut

Die Ergebnisse der prozentualen Phagozytoseaktivitit der Monozyten im Vollblut sind in
Tabelle 25 zusammengefasst. Alle Blutproben, die am 21. Lebenstag entnommen wurden,
konnten aufgrund von technischen Griinden nicht mit in die Auswertung aufgenommen

werden. Die Phagozytoseaktivitit blieb an beiden Entnahmezeitpunkten unbeeinflusst.

4.6.5 Antikorpertiter gegen NDV

Die Ergebnisse der Analyse sind in Tabelle 25 aufgefiihrt. Die Antikorpertiter der Tiere aus
der gleichen Box wurden vor der statistischen Auswertung gemittelt. Zwei Tiere wurden
vorab aus der Wertung genommen, da dort kein Impferfolg festgestellt werden konnte. Diese
beiden Tiere waren nur fiir die Bestimmung der Antikorpertiter vorgesehen und mussten
deshalb nicht bei der Auswertung der anderen Blutparameter (s. 4.6.3 und 4.6.4)
ausgeschlossen werden. Lediglich am 21. Lebenstag ergab sich ein tendenzieller linearer
Zusammenhang bei der Analyse der Antikorpertiter gegen die Newcastle-Krankheit
zugunsten der Kontrollgruppe (p = 0,068).
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Tabelle 25: Ergebnisse der Phagozytoseaktivitidt der Monozyten im Vollblut und Antikorpertiter im Serum gegen das NDV der fiinf
Versuchsgruppen (Median (Minimum-Maximum)); n = 8

d Hefezellwandprodukt p
Kruskal-
0% 0,05 % 0,10 % 0,20 % 0,30 % Wallis Linear* Quadrat*
Phagozytoseaktivitét [%] 28 46,0 46,1 52,5 47,1 49,6 0,893 0,881 0,626
(38,8-55,6) (32,3-69,8) (34,6-56,9) (37,6-66,4) (28,7-564)
34 48,0 45,2 51,0 46,4 49,6 0,581 0,998 0,355
(44,6 -68,6) (34,7-64,5) (38,7-62,1) (38,9-62,4) (44,2-60,2)
Antikorpertiter NDV [GMT] 21 126 79,8 96,3 71,8 72,8 0,452 0,068 0,383
(59,5 - 555) (29,0 - 362) (33,0-359) (18,5-352) (35,0-171)
28 118 90,5 47,0 142 62,3 0,116 0,180 0,542
(13,0 - 230) (33,0 -304) (16,0 -252) (87,5-168) (15,5-152)
34 2105 2519 1950 4332 2467 0,285 0,764 0,237

(448 - 6866) (1243 -7014) (716 -5827) (832-8219) (684 -4712)

GMT = Geometrischer Mitteltiter; n = Anzahl der giiltigen Fille/Versuchsgruppe; p = Uberschreitungswahrscheinlichkeit; *polynomialer Kontrast.
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5 Diskussion

5.1 Diskussion der Versuchsbedingungen und des Studiendesigns

Die Fiitterungsstudie erfolgte in einem Versuchsstall mit 20 identischen Boxen am Institut fiir
Tiererndhrung der Freien Universitdt Berlin. Der Versuch wurde aufgrund der
Stallgegebenheiten und der Anzahl von fiinf Versuchsgruppen auf zwei Mastdurchgéinge
aufgeteilt, um eine statistische Aussagekraft der Ergebnisse gewéhrleisten zu konnen.
Jahreszeitlich bedingte klimatische Schwankungen wurden weitestgehend ausgeschlossen,
indem die Versuchsdurchgiinge konsekutiv durchgefiihrt und die Stalltemperatur automatisch
reguliert wurde. Zudem stellte ein einheitliches Lichtprogramm gleichwertige
Haltungsbedingungen sicher. Sowohl die Aufteilung der verschiedenen Versuchsgruppen auf
die Boxen im Versuchsstall als auch die Blutentnahmen wihrend des Mastdurchganges und
die Probengewinnung am Sektionstag erfolgten randomisiert, um Ortliche sowie zeitliche
Unterschiede auszugleichen und eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu ermoglichen. Die
Eintagskiiken wurden ebenfalls per Zufallsprinzip am Tag der Einstallung auf die Boxen
verteilt. Mit einer durchschnittlichen Belegungsanzahl von 17 Masthiihnern pro Box sollten
aussagekriftige Ergebnisse hinsichtlich der zootechnischen Parameter erzielt werden. Eine
geringere Besatzdichte in zwei der insgesamt 40 Boxen kann aufgrund einer fehlerhaft
angelieferten Tieranzahl begriindet werden. Da die Leistungsdaten dieser Tiere wéhrend des
Versuchsablaufs nicht von den anderen Versuchstieren differierten und die erhobenen
Mittelwerte aus einer Box als Versuchseinheit angesehen wurden, sind die beiden Boxen in

der Wertung verblieben.

Fiir eine Vergleichbarkeit stammten die fiinf verschiedenen Didten aus einer einheitlichen
Grundmischung und wurden fiir beide Versuchsdurchginge gemischt und verfiittert. Bis zur
Verfiitterung wurde das Futter luftdicht und gekiihlt gelagert, um die Qualitit zu erhalten. Die
mikrobiologische Untersuchung der Didten auf die Gesamtkeimzahl sowie Hefen und
Schimmelpilze lagen nach Analysen der LUFA-ITL GmbH trotz Schwankungen in einem
niedrigen Bereich, bei dem keine Bedenken gegen eine sachgerechte Verfiitterung der Didten
vorlagen. Die Naihrstoffgehalte des Hefezellwandproduktes wurden bei der Erstellung der
Versuchsdidten auf Basis der Herstellerangaben einkalkuliert. Die Ermittlung des
Gesamtglucan-, (1—3), (1—6)-f-D-Glucan- und Mannangehaltes des Hefezellwandproduktes
erfolgte indirekt {iber die enzymatische Bestimmung von Glucose, Mannose und Stédrke. Nach
vorliegendem Erkenntnisstand stehen derzeit noch keine direkten Analyseverfahren zur
Verfiigung, um die Konzentrationen der (1—3),(1—6)-f-D-Glucane und o-(1—6)-
Mannoselemente, die teilweise o-(1—2)- und oa-(1—3)-Verzweigungen beinhalten, in

Versuchsdidten mit zugesetzten Hefezellwandprdparaten zu ermitteln. Daher kann in dem
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durchgefiihrten Fiitterungsversuch keine Dosis-Wirkungsbeziechung in Bezug auf die
(1-3), (1—6)-B-D-Glucan- und o-(1—6)-Mannosekonzentrationen ermittelt werden. Jedoch
kann eine mogliche Dosis-Wirkungsbeziehung hinsichtlich der Zugabe des hier verwendeten
Hefezellwandproduktes aufgezeigt werden. Der Effekt des Pelletierens auf die (1—3), (1—6)-
B-D-Glucan- und o-(1—6)-Mannosekonzentrationen im Endfutter konnte aufgrund der

fehlenden Analysemoglichkeiten ebenfalls nicht ermittelt werden.

5.2 Diskussion der Ergebnisse

5.2.1 Vergleichbarkeit der Ergebnisse

Der nutritive Einsatz von Hefezellwandbestandteilen fiihrt in der Literatur zu verschiedenen
Ergebnissen in  Bezug auf die Leistungsdaten sowie  mikrobiologischen,
verdauungsphysiologischen oder immunologischen Untersuchungen. Diese Ergebnisse
weichen teilweise von den Ergebnissen der hier durchgefiihrten Studie ab. Bei der Diskussion

der Ergebnisse muss daher beachtet werden, dass in jeder Fiitterungsstudie

e die Herkunft und das Herstellungsverfahren des verwendeten Hefeproduktes mit
unterschiedlichen % Gehalten an MOS und B-Glucanen

e die eingesetzte Dosierung des Hefeproduktes

e die Verwendung weiterer Futter- und Zusatzstofftkomponenten in den Didten

e sowie weitere Faktoren

variieren konnen, demnach einen deckungsgleichen Vergleich nicht ermdglichen und einen
Grund fiir die unterschiedlichen Ergebnisse darstellen konnen. Oftmals fehlen in den
Fiitterungsstudien detaillierte Informationen zu den eingesetzten Hefezellwandpriparaten und
deren Zusammensetzung. Diese Informationen wiirden die Vergleichbarkeit der Studien
verbessern und moglicherweise die unterschiedlichen Resultate in den Fiitterungsstudien

erklaren.

5.2.2 Einfluss des Hefezellwandproduktes auf die zootechnischen Parameter

Die FErgebnisse der zootechnischen Parameter der Masthiihner lagen beziiglich der
Lebendmasse in den ersten beiden Lebenswochen wunter den Angaben des
Ziichtungsunternehmens (Tabelle 26 und Tabelle 27). Ab dem 21. Lebenstag stiegen die
mittleren Lebendmassewerte iiber die Angaben des Ziichtungsunternehmens an. Die Tiere
zeigten wihrend der Fiitterungsstudie eine normale Entwicklung ohne gesundheitliche
Auffilligkeiten, was darauf schlieBen ldsst, dass Haltungsbedingungen und Basisdidt addquat
waren. Die mittleren prozentualen Mortalititsraten von 2,92 % bis 5,88 % in den
Versuchsgruppen konnen in Anbetracht der geringen Tieranzahl in den Versuchseinheiten

nicht mit veréffentlichten Durchschnittswerten von 2,29 % Stallverlusten in konventionellen
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Mastbetrieben mit 38-tdgiger mittlerer Mastperiode verglichen werden (ZDG 2013). Die
mittlere Futteraufnahme lag mit Ausnahme der letzten Lebenswoche zumeist iiber den
Angaben des Ziichtungsunternechmens, was den hdoheren Futteraufwand der Tiere im
Fiitterungsversuch im Gegensatz zu den Angaben des Ziichtungsunternehmens erkldren
konnte. Die manuelle Ein- und Riickwaage des Futters in die Futterteller und Futterautomaten
fiihrte zu unbeabsichtigten Futterverlusten, die sich in einer héheren Futteraufnahme und

Futteraufwand widerspiegeln konnen.

Tabelle 26: Leistungsdaten von méannlichen Cobb 500 Broilern [g] (Cobb 2012)

d Lebendmasse kumulativer Futteraufwand kumulative Futteraufnahme
0 43

7 179 0,84 151

14 475 1,00 475

21 938 1,18 1106

28 1531 1,36 2085

35 2217 1,55 3435

Tabelle 27: Mittlere Leistungsdaten der fiinf Versuchsgruppen [g] (Mittelwert); n =8

Hefezellwandprodukt
0% 0,05 % 0,10 % 0,20 % 0,30 %
Lebendmasse d 1 42,1 422 42.6 42,7 41,7
Lebendmasse d 7 159 161 158 159 162
Futteraufnahme d 1 - 7 159 150 147 157 165
Futteraufwand d 1 - 7 1,35 1,26 1,27 1,35 1,38
Lebendmasse d 14 443 447 444 451 464
Futteraufnahme d 8 - 14 345 347 351 352 352
Futteraufwand d 8 - 14 1,22 1,22 1,23 1,21 1,17
Lebendmasse d 21 946 952 944 958 979
Futteraufnahme d 15 - 21 678 682 706 689 690
Futteraufwand d 15 - 21 1,35 1,35 1,41 1,36 1,34
Lebendmasse d 28 1655 1660 1637 1628 1669
Futteraufnahme d 22 - 28 987 995 1002 1011 992
Futteraufwand d 22 - 28 1,39 1,41 1,45 1,51 1,44
Lebendmasse d 35 2434 2439 2398 2364 2410
Futteraufnahme d 29 - 35 1264 1259 1254 1226 1242
Futteraufwand d 29 - 35 1,63 1,62 1,65 1,67 1,68

Die ménnlichen Masthiihner aus dem zweiten Mastdurchgang zeigten unabhidngig von ihrer
Gruppenzugehorigkeit ~ liberwiegend — geringere  mittlere =~ Lebendmassen  sowie
Lebendmassezunahmen. Zudem lag der Futteraufwand dieser Tiere hdher als im ersten
Mastdurchgang. Beides kann an einer unterschiedlichen Elterntierherde oder einem
unterschiedlichen Alter der Elterntiere liegen. Dies kann aufgrund der fehlenden Angaben
hinsichtlich des Alters und der Herde der Elterntiere im Folgenden nicht weiter diskutiert
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werden. Aufgrund der Boxenanzahl im Versuchsstall lieBen sich die Unterschiede iiber
mehrere Mastdurchginge nicht vermeiden. Da von dieser Wiederholung alle Tiergruppen

einheitlich betroffen waren, diirfte sich dieses nicht auf das Gesamtergebnis ausgewirkt
haben.

In der Versuchsgruppe mit dem Zusatz von 0,30 % des Hefezellwandproduktes konnte in den
ersten sieben Lebenstagen eine hohere Futteraufnahme verglichen mit den Versuchsgruppen
mit dem Zusatz von 0,05 % und 0,10 % des Hefezellwandproduktes beobachtet werden
(» =0,002). Zudem wies die polynomiale Kontrastanalyse sowohl einen linearen als auch
quadratischen Zusammenhang zwischen der Futteraufnahme und der Produktkonzentration
auf (p=0,013 und p=0,002). Diese erhohte Futteraufnahme ging ohne eine erhohte
Lebendmassezunahme einher und spiegelt sich womdglich in einem tendenziell schlechteren
Futteraufwand in jenen Versuchsgruppen wider (p =0,081 und p =0,093). Eine erhohte
Futteraufnahme aufgrund von Geschmacksverdnderungen durch den Zusatz des
Hefezellwandproduktes erscheint unwahrscheinlich, da Broiler im Vergleich zu Sdugetieren
wenige Geschmacksknospen besitzen (Roura et al. 2012) und die Unterschiede in der
Futteraufnahme in der zweiten Lebenswoche der Tiere nicht mehr nachweisbar waren.
Demgegeniiber konnte in einem Fiitterungsversuch mit Cobb Broilern in der dritten
Lebenswoche eine erhohte Futteraufnahme (p < 0,05) mit dem Zusatz von 0,01 % und 0,05 %
zweier Hefeextrakte im Vergleich zu nicht supplementieren oder mit Avilamycin
supplementierten Tieren festgestellt werden (Owens und McCracken 2007). Die Autoren
gingen davon aus, dass die Schmackhaftigkeit der Didt durch die im Hefeextrakt enthaltenen
Nukleotide moglicherweise verbessert wurde und zu einer erhohten Futteraufnahme gefiihrt
hat. AuBerdem konnte sich eine verbesserte Gesundheit der Tiere positiv auf die

Futteraufnahme niederschlagen.

In der zweiten und dritten Lebenswoche konnte bei der mittleren Lebendmasse ein gesicherter
bzw. tendenzieller Effekt in der polynomialen Kontrastanalyse zugunsten der
Versuchsgruppen mit der Zugabe des Hefezellwandproduktes ermittelt werden (p = 0,029 und
p =0,089). Zudem konnte ein linearer Effekt bei der Lebendmassezunahme in der zweiten
Lebenswoche zugunsten der supplementieren Versuchsgruppen verzeichnet werden
(p =0,011). Dabei zeichneten sich mit der Zugabe von 0,30 % des Hefezellwandproduktes die
hochsten Lebendmassen und Lebendmassezunahmen ab, die in der dritten Lebenswoche mit
einem tendenziell verbesserten Futteraufwand in der quadratischen polynomialen
Kontrastanalyse einhergingen (p = 0,083). In der vierten und fiinften Lebenswoche zeigte sich
bei der Lebendmassezunahme hingegen ein inverser linearer Effekt in der polynomialen
Kontrastanalyse (p =0,043 und p = 0,004), der sich in der fiinften Lebenswoche in einem

tendenziell verschlechterten Futteraufwand niedergeschlagen hat (p =0,052). Ein positiver
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Trend in der Lebendmassezunahme (p = 0,07) konnte auch in einer Studie mit ménnlichen
Cobb Broilern und dem Zusatz von 0,20 % eines MOS-Produktes beobachtet werden (Yang et
al. 2007). Die Autoren begriindeten eine ausbleibende Leistungssteigerung der Tiere ab der
dritten Lebenswoche mit den liberdurchschnittlichen Lebendmassedaten im Vergleich zu den
Angaben des Ziichtungsunternehmens. Ein derart hohes Leistungsniveau der Tiere, welches
auch in dieser Studie beobachtet werden konnte, lieBe eine weitere positive Wirkung von
Hefezellwandpréparaten auf die Lebendmasse der Tiere nur schwer zu. In einem anderen
Fiitterungsversuch konnten hingegen erhohte Lebendmassezunahmen der Broiler in der
Mastperiode (d 18 -34) durch den Zusatz von 0,02% von B-Glucanen der Hefe
Saccharomyces cerevisiae ermittelt werden (Chae et al. 2006). Weitere Veroffentlichungen
bestdtigen verbesserte Leistungsdaten von Masthithnern durch den Einsatz von
Hefezellwandbestandteilen (Hooge 2004, Hooge und Conolly 2011, Zhang et al. 2012),
wohingegen andere Quellen keine gesicherten Verdnderungen ermitteln konnten (Hofacre et
al. 2003, McCann et al. 2006, Elmusharaf ef al. 2007, Yalginkaya ef al. 2008, Houshmand e?
al. 2012). Dabei konnte die hohe Variabilitdt der verschiedenen Hefezellwandprodukte, deren
unterschiedlich eingesetzten Dosierungen sowie differente Versuchsbedingungen diese

kontriaren Ergebnisse erklédren.

Huff et al. (2006) sahen die Initiierung einer Immunantwort durch den Zusatz von 0,0022 %
eines B-(1—3), (1—6)-Glucanproduktes bei immunkompetenten und gesunden Masthiihnern
als einen Grund fiir die Leistungseinbuflen in der Lebendmasse wahrend der Mastperiode an.
In einem Infektionsversuch aus der gleichen Veroffentlichung konnte der Zusatz dieses B-
Glucanproduktes sogar eine infektionsbedingte Wachstumsdepression einddmmen. Allerdings
trat der Effekt nur dann auf, wenn die Tiere nur in den ersten sieben Tagen anstatt iiber die
ganze Mastperiode supplementiert worden sind. Daher konnte das in der vorliegenden Studie
eingesetzte Hefezellwandprodukt in der ersten Lebensphase der Tiere bedingt durch das noch
nicht vollstindig entwickelte Immunsystem und deren Anfilligkeit gegeniiber
Umweltpathogenen das Immunsystem aktiviert und somit die Immunkompetenz und indirekt
die Leistungsparameter der Tiere verbessert haben, wenngleich die genauen Mechanismen der
Immunmodulation durch Hefezellwandbestandteile noch nicht vollstindig gekldrt sind
(Ganner und Schatzmayr 2012, Sadeghi et al. 2013). Es wurden jedoch in der vorliegenden
Studie aufgrund des Alters der Tiere vor dem 21. Lebenstag keine Blutproben entnommen,
um den Immunstatus der Tiere zu iiberpriifen, sodass keine Hinweise auf eine verbesserte
Immunkompetenz der Tiere in dieser Lebensphase vorliegen und weiter diskutiert werden
konnen. Ab der vierten Lebenswoche konnte aber der Einsatz des Hefezellwandproduktes bei
den immunkompetenten Masthithnern, die unter hohen hygienischen Standards ohne
gesundheitliche Auffilligkeiten gehalten wurden, zu einer konzentrationsabhéngigen

Stimulation des Immunsystems gefiihrt haben, die sich moglicherweise negativ auf die
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zootechnischen Leistungen der Tiere niederschldgt. In der vorliegenden Studie konnten in
unterschiedlicher Auspriagung konzentrationsabhiangige Einfliisse des Hefezellwandproduktes
auf die Lymphozyten-, T- und B-Zellzahlen zwischen dem 21. und 34. Lebenstag im Vollblut
der Masthiihner festgestellt werden, was auf eine systemische Immunmodulation wéhrend der
letzten drei Lebenswochen der Tiere hinweisen konnte. Die Ergebnisse der Immunparameter
werden unter Punkt 5.2.5 weitergehend erldutert. In einer anderen Studie mit Broilern konnte
zwischen dem 14. und 35. Lebenstag mit dem Zusatz von 0,20 % eines Hefederivates eine
schlechtere Lebendmassezunahme (p =0,017) im Vergleich zu dem Zusatz von 0,10 % des
Hefeproduktes beobachtet werden (Reisinger et al. 2012). Die Initiierung einer Immunantwort
kostet Energie (Korver 2012, Visscher 2013), die dem Tier fiir anabole Stoffwechselprozesse
nicht zur Verfiigung steht (Johnson 1997, Spurlock 1997).

Eine Verdnderung in der Zusammensetzung der intestinalen Mikrobiota (Kim et al. 2011,
Ghosh et al. 2012), erhohte Zottenlingen der Darmschleimhaut, die die
ndhrstoffabsorbierende Oberfliche vergroBern (Santin ef al. 2001), oder eine erhohte
Becherzelldichte (Reisinger et al. 2012) gingen in anderen Fiitterungsstudien mit einer
Verbesserung der zootechnischen Leistung von Masthiihnern einher und wurden als mdgliche
Erklarungen fiir leistungsfordernde Effekte angefiihrt, die durch Hefezellwandbestandteile
initiiert werden konnen. In diesem Fiitterungsversuch wurde auf Probenentnahmen wéhrend
der Mastperiode, die mit einer Totung der Tiere einhergehen, bewusst verzichtet, um die
Aussagekraft der Ergebnisse der zootechnischen Parameter nicht zu beeinflussen. Zudem
wurden keine histologischen Analysen an der Darmschleimhaut vorgenommen. Daher lassen
sich keine Riickschliisse auf einen moglichen Zusammenhang zwischen der
Zusammensetzung und Aktivitdit der intestinalen Mikrobiota sowie der histologischen
Verianderung der Darmschleimhaut und den zootechnischen Parametern der Tiere wéhrend

der Mastperiode ziehen.

Festzuhalten bleibt, dass die Leistungsparameter der Masthithner, denen 0,05 % des
Hefezellwandproduktes zugesetzt worden ist, {iber den gesamten Versuchszeitraum betrachtet
die numerisch hochsten Lebendmassewerte sowie einen numerisch verbesserten
Futteraufwand aufgezeigt haben, wenngleich die Unterschiede eher marginal sind. Diese
Dosierung zeigte in den ersten drei Lebenswochen positive und in den letzten beiden
Mastwochen neutrale Effekte auf die zootechnischen Parameter der Masthiihner. Die
Supplementierung von 0,30 % des Hefezellwandproduktes erwies sich im Vergleich zu der
Kontrollgruppe in den ersten drei Lebenswochen als vorteilhaft beziiglich der
Lebendmassezunahmen der Tiere. Eine Dosis-Wirkungsbeziehung des
Hefezellwandproduktes und der Lebendmasseentwicklung lieB sich in den ersten drei

Lebenswochen zugunsten der Versuchsgruppen, denen das Hefezellwandprodukt verfiittert
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worden ist, aufgrund der Ergebnisse der polynomialen Kontrastanalyse ableiten, die sich in
den letzten beiden Wochen der Mastperiode umkehrte. Dieses konnte auf die hohe Kapazitit
von Broilern fiir kompensatorisches Wachstum hindeuten und wurde auch in einer anderen
Studie beobachtet (Yang et al. 2007).

5.2.3 Einfluss des Hefezellwandproduktes auf die praecaecale Verdaulichkeit

Obwohl Hefezellwandbestandteile in zahlreichen Studien sowohl in Bezug auf ihre
immunmodulierende Wirkung als auch ihre Wirkung auf die Zusammensetzung und Aktivitat
der Mikrobiota im Gastrointestinaltrakt von Masthiihnern untersucht wurden, gibt es bisher
nur wenige Studien zu den Effekten von Hefezellwandbestandteilen auf die praecaecale
Verdaulichkeit von Protein, Fett und Stirke. Zudem liegen nach derzeitigem Kenntnisstand
keine Ergebnisse hinsichtlich des Effektes von Hefezellwandbestandteilen auf den

Trockensubstanzgehalt der Digesta im Ileum bei Masthiihnern vor.

In der vorliegenden Studie konnten keine Unterschiede zwischen den fiinf Versuchsgruppen
hinsichtlich der scheinbaren praecaecalen Verdaulichkeit von Fett und Stirke ermittelt
werden, was mit vorherigen Studien einhergeht (Kumprecht und Zobac 1997, Yang et al.
2007, Yang et al. 2008c, Morales-Lopez et al. 2010). Zudem ergaben sich keine
Gruppenunterschiede in Bezug auf den prozentualen Trockensubstanzgehalt der
urspriinglichen Substanz in der Ileumdigesta der Tiere. Bei der Analyse des Rohproteins
zeigte sich hingegen eine tendenzielle Erhdhung der scheinbaren praecaecalen Verdaulichkeit
bei den Versuchsgruppen, denen das Hefezellwandprodukt zugegeben wurde (p =0,064).
Eine Dosis-Wirkungsbeziehung spiegelte sich sowohl als linearer sowie als quadratischer
Trend in der polynomialen Kontrastanalyse wider (p = 0,070 und p = 0,024), wobei mit der
Zugabe von 0,30 % des Hefezellwandproduktes die Verdaulichkeit numerisch wieder
abnahm. Dies steht im Kontrast zu anderen Fiitterungsversuchen, in denen der Einsatz von
Hefezellwandbestandteilen keinen gesicherten Effekt auf die Proteinverdaulichkeit bei
Masthithnern hatte (Kumprecht und Zobac 1997, Yang et al. 2008a, Yang et al. 2008c,
Morales-Lopez et al. 2010). Es ldsst sich aus den vorliegenden Daten nicht vollstindig
abkldren, warum die scheinbare ileale Rohproteinverdaulichkeit durch die Zugabe des
Hefezellwandproduktes verbessert wurde. Eine Erkldrung koénnte in einer moglichen
Beeinflussung der intestinalen Mikrobiota liegen. In der Ileumdigesta konnten
konzentrationsabhdngige Effekte des Hefezellwandproduktes auf die Anzahl der
Laktobazillen ermittelt werden. Laktobazillen werden als giinstig flir die intestinale
Mikrookologie diskutiert (Juven et al. 1991, Jin et al. 1996, Jin et al. 1998, Patterson und
Burkholder 2003). Moglicherweise konnten bei einer positiven Beeinflussung der intestinalen
Mikrobiota (Eubiose) im Gastrointestinaltrakt giinstige Effekte erzielt werden, indem

beispielsweise weniger Muzine im Gastrointestinaltrakt sezerniert werden. Hinweise darauf
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konnten dabei durch Studien mit Schweinen und Méausen geliefert werden (Khoury et al.
1969, Willing und Van Kessel 2007). Dieser Erkldrungsansatz steht jedoch im Kontrast zu
weiteren Studienergebnissen, bei denen der Einsatz von Hefezellwandbestandteilen zu einer
vermehrten Dichte oder Grole der Becherzellen, die Muzine sezernieren, im
Gastrointestinaltrakt von Hiihnern gefiihrt hat (Baurhoo et al. 2009, Briimmer et al. 2010,
Reisinger ef al. 2012). AuBlerdem konnte ein geringer Zellaustausch an der Darmschleimhaut
zu einer erhohten Verdaulichkeit von Nahrstoffen fiihren (Nochta et al. 2010). Erhohte
Zottenldngen vergrofern die absorbierende Oberflache der Darmschleimhaut und verringerte
Kryptentiefen deuten auf eine verringerte Regeneration der Darmschleimhaut hin. Einige
Studien bestitigen, dass Hefezellwandbestandteile die Zottenldinge erhéhen und die
Kryptentiefe an der Schleimhaut im Gastrointestinaltrakt von Hiihnern reduzieren koénnen
(Santin et al. 2001, Zhang et al. 2005, Zikic' et al. 2011). Zudem konnten erhdhte
Enzymaktivititen von Maltase und alkalischer Phosphatase an der Darmschleimhaut von
Masthiihnern festgestellt werden (Iji ef al. 2001, Yang et al. 2008a). Aufgrund der Tatsache,
dass keine histologischen Analysen an der Darmschleimhaut durchgefiihrt worden sind, kann
der Effekt des Hefezellwandproduktes auf die Darmschleimhaut nicht beurteilt und diese

Vermutungen nicht abschlieBend verifiziert werden.

5.2.4 Einfluss des Hefezellwandproduktes auf die mikrobiologischen Parameter

Eine Beurteilung der Effekte des Hefezellwandproduktes auf die Zusammensetzung der
Mikrobiota und deren Stoffwechselaktivitdt im Kropf, Ileum und den Caeca der 35 Tage alten
Masthithner erfolgte anhand der Quantifizierung der Laktobazillen, Bifidobakterien,
Enterobakterien und Escherichia/Hafnia/Shigella spp. mittels qPCR sowie der Bestimmung
der bakteriellen Metaboliten D- und L-Laktat, Ammonium und der kurzkettigen Fettsduren.
Die bakteriellen Metaboliten gelten dabei als Indikatoren fiir die bakterielle
Stoffwechselaktivitit. In die Auswertung sind nur jene Proben eingeflossen, in denen die
gesuchten Bakteriengruppen mittels der verwendeten Primer detektiert werden konnten, da
das vollstdndige Fehlen von Bakteriengruppen in der Digesta als unwahrscheinlich anzusehen
ist und womdglich auf die Qualitdt der Proben zuriickzufiihren ist. Zudem konnte bei einigen
Tieren nicht geniigend Digestainhalt fiir die Analysen gewonnen werden. Entsprechend hat
die hohe Variabilitit bei der Probenanzahl einen Einfluss auf die statistische Aussagekraft der

Ergebnisse und muss bei der Beurteilung der Daten Berlicksichtigung finden.

Die Laktobazillen dominieren in der vorliegenden Studie in der Kropf- und Ileumdigesta der
Masthiihner, was mit anderen Studienergebnissen einhergeht (Rehman et al. 2007, Goodarzi
Boroojeni et al. 2014). Es konnte ein konzentrationsabhingiger Effekt des
Hefezellwandproduktes auf die Kopienzahl der Laktobazillen im Kropf (p = 0,010) sowie im
Ileum (p = 0,002 und p = 0,018) beobachtet werden. Die hochsten Effekte wurden dabei im
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Kropf bei einer Zugabe von 0,10 % und im Ileum bei einer Zugabe von 0,20 % des
Hefezellwandproduktes ermittelt, die sich im Ileum in Gruppenunterschieden im Kruskal-
Wallis-Test niedergeschlagen haben (p =0,027). Dieses Ergebnis wird auch in anderen
Fiitterungsstudien reflektiert, bei denen in der Ileumdigesta sowie im Diinndarm von 28 und
35 Tage alten Masthiihnern eine erhohte Laktobazillenbesiedlung bei dem Zusatz von 0,10 %
sowie 0,20 % verschiedener Hefezellwandpriparate beobachtet wurde, jedoch keine Analysen
in der Kropfdigesta durchgefiihrt worden sind (Vancraeynest et al. 2007, Kim et al. 2011). In
den Caeca wurden entsprechende Verdnderungen in der vorliegenden Studie hingegen nicht
nachgewiesen. Die Ergebnisse verdeutlichen, dass der konzentrationsabhéngige Effekt des
Hefezellwandproduktes sich auf die Kopienzahl der Laktobazillen im Kropf sowie im Ileum
beschriankt und in den Caeca nicht mehr vorhanden ist. Zudem weisen die Ergebnisse darauf
hin, dass vorrangig die Laktobazillen die Kohlenhydrate des Hefezellwandproduktes als
Substrat nutzen, was durch einen anderen Fiitterungsversuch mit Puten und dem Einsatz eines
Hefezellproduktes unterstrichen werden kann (Shanmugasundaram et al. 2014). Der Kropf
stellt nach der Futteraufnahme den ersten bakteriellen Fermentationsort dar, sodass das oral
aufgenommene Hefezellwandprodukt dort den groBten Einfluss auf die Zusammensetzung
und Aktivitidt der Mikrobiota haben konnte. Moglicherweise werden die MOS und B-Glucane
des Hefezellwandproduktes entlang des Gastrointestinaltraktes von der Mikrobiota abgebaut
und erreichen die Caeca nicht in ausreichenden Konzentrationen, um die Zusammensetzung
der Mikrobiota nachweislich zu verdndern. Dies steht jedoch im Kontrast zu zwei
Fiitterungsstudien, in denen der Einsatz eines MOS-Produktes aus der Hefe Saccharomyces
cerevisiae bei  Masthilhnern in der Caecadigesta zu einem Anstieg der
Laktobazillenpopulation gefiihrt hat (Baurhoo et al. 2007, Baurhoo et al. 2009). Andererseits
zeigte der Einsatz von Hefezellwandbestandteilen in anderen Studien keine gesicherte
quantitative Verdnderung der Laktobazillen in der Caecadigesta von Masthiihnern, wobei in
keiner der genannten Studien Analysen in der Kropf- oder Ileumdigesta stattgefunden haben
und zudem die zugesetzten Hefeprodukte in den Studien variierten (Spring et al. 2000,
Khalaji et al. 2011, Shanmugasundaram et al. 2013).

Sowohl bei der Analyse des L- und D-Laktats als auch bei der Acetatanalyse konnten
dhnliche konzentrationsabhéngige Effekte des Hefezellwandproduktes zu der Kopienzahl der
Laktobazillen im Kropf und Ileum festgestellt werden, wenngleich die Ergebnisse nicht
gesichert waren. Diese Ergebnisse lassen dennoch darauf schlieBen, dass der Einsatz des
Hefezellwandproduktes neben der Verdanderung der Zusammensetzung der Mikrobiota zudem
die mikrobielle Stoffwechselaktivitit in der Kropf- sowie Ileumdigesta numerisch als auch in
einem Trend (p =0,091) verdndert hat. In einer anderen Fiitterungsstudie konnte eine
Erhohung der Essigsdure in den Caeca von Broilern ermittelt werden, sodass die Autoren

schlussfolgerten, dass der Einsatz von 0,20 % eines MOS-Produktes die caecale bakterielle
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Stoffwechselaktivitit von Masthiihnern verdndern kann (Yang et al. 2007). Die
Quantifizierung der Bakterien sowie die Bestimmung der Konzentration von Laktat und den
kurzkettigen Fettsduren in dieser Studie stellen drei voneinander unabhidngige
Analysemethoden dar, sodass Fehler in der Analytik als unwahrscheinlich angesehen werden
kénnen. Zudem stellt die Essigsdure in der vorliegenden Studie in Ubereinstimmung mit
anderen Studien die dominierende kurzkettige Fettsdure in der Kropf- und Ileumdigesta dar
(Engberg et al. 2002, Jozefiak et al. 2006, Rehman et al. 2007, Goodarzi Boroojeni et al.
2014), die Mengenverhiltnisse der bakteriellen Metaboliten in den Caeca entsprechen
vorliegenden Studien (Engberg et al. 2002, Jozefiak et al. 2006, Rehman et al. 2008, Yang et
al. 2008c, Goodarzi Boroojeni ef al. 2014) und die Konzentrationen der Metaboliten waren
erwartungsgemil in den Caeca hoher als im Ileum. Andererseits ist es nicht mdglich, eine
direkte Korrelation zwischen der Laktat- sowie Acetatkonzentration und der quantitativen
Menge der Laktobazillen herzustellen, da eine gesteigerte Stoffwechselaktivitidt nicht
zwangsldufig eine gesteigerte Bakterienanzahl zur Folge hat, sodass die getroffenen
Schlussfolgerungen iiberpriift und verifiziert werden miissen. Die Buttersdure- sowie
Ammoniumkonzentrationen in der Digesta wurden durch den Zusatz des
Hefezellwandproduktes nicht beeinflusst. Diese bakteriellen Metaboliten konnen Hinweise
auf eine vermehrte proteolytische  Aktivitit der Mikrobiota geben. Die
Propionsdurekonzentrationen waren in den Caeca durch den Zusatz von 0,30 % des
Hefezellwandproduktes niedriger im Vergleich zu den Versuchsgruppen, denen 0,05 % und
0,10 % des Hefezellwandprodukt zugesetzt wurde (p =0,047). Bei der gleichzeitigen
Betrachtung der Laktatkonzentrationen in den Caeca kann moglicherweise eine Forderung der
laktatverwertenden Bakterien die unterschiedlichen Propionsdurekonzentrationen in den
Caeca erkldren. Milchsdure kann von strikt anaeroben Bakterien wie Veillonella spp. und

Clostridien zu Propionat umgewandelt werden (Sokatch 1969, Ljungdahl ef al. 1989).

Bei der pH-Wert-Analyse wurden in der Digesta des Kropfes Gruppenunterschiede und
tierindividuelle Schwankungen beobachtet. In der Literatur ergeben sich ebenfalls deutliche
pH-Wert-Schwankungen (Hinton ef al. 2000, Jozefiak et al. 2006, Rehman et al. 2008), was
wiederum in Zusammenhang mit der Didt und dem Zeitpunkt der Nahrungsaufnahme vor der
Probenentnahme stehen kann und in der vorliegenden Studie mitunter zu den pH-Wert-
Unterschieden in der Kropf-, Ileum- und Caecadigesta gefiihrt haben konnte (p = 0,027,
p=0,001, p=0,055 und p = 0,039). Auffallend war jedoch, dass sich in der Kropfdigesta ein
quadratischer Zusammenhang zwischen der Produktkonzentration und dem pH-Wert ergeben
hat (p =0,001), wobei der niedrigste pH-Wert in der Versuchsgruppe mit dem Zusatz von
0,10 % des Hefezellwandproduktes vorlag. Dabei ergab sich ein analog inverser Verlauf der
pH-Werte im Hinblick auf die Kopienzahl der Laktobazillen sowie der Laktat- und

Acetatkonzentrationen in der Kropfdigesta. Dieser Zusammenhang zeigte sich jedoch im
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Ileum sowie in den Caeca nicht. Laktobazillen sind sduretolerant und in der Lage, sowohl
Milchsédure als auch Acetat zu produzieren (Jin et al. 1998, Okano et al. 2009), was zu einer
pH-Wert-Senkung fiihren kann. Bei niedrigen pH-Werten liegen fliichtige Fettsduren wie die
Essigsdure undissoziiert vor und sind in der Lage, verschiedene Vertreter der Enterobakterien
im Gastrointestinaltrakt von Masthiihnern zu reduzieren (Barnes et al. 1979, Jin et al. 1996,
Van der Wielen et al. 2000). Obwohl die pH-Werte in der vorliegenden Studie im Kropf mit
dem FEinsatz von 0,10 % des Hefezellwandproduktes reduziert wurden (p =0,027) und die
Laktobazillenzahl als auch die Essig- und Milchsdurekonzentrationen durch den Zusatz von
0,10 % des Hefezellwandproduktes im Kropf und 0,20 % des Hefezellwandproduktes im
Ileum erhoht waren, konnte keine Verminderung der untersuchten Enterobakterien oder der
Escherichia/Hafnia/Shigella spp. im Kropf, Ileum oder in den Caeca beobachtet werden.
Vielmehr konnen die Ergebnisse der durchgefiihrten Studie die Vermutung untermauern, dass
andere Faktoren als der pH-Wert, die Konzentration der bakteriellen Metaboliten oder das
vermehrte Vorkommen der Laktobazillen fiir die Reduzierung von verschiedenen
Enterobakterien verantwortlich sind, was mit anderen Ergebnissen einhergeht (Spring et al.
2000, Yang et al. 2008b). Die Resultate aus der vorliegenden Studie stehen jedoch im
Kontrast zu Studienergebnissen, wo der Einsatz von verschiedenen Futteradditiven, die
Hefezellwandbestandteile enthalten, zu einer Verminderung von Escherichia coli oder
Salmonella spp. in der Digesta von Masthiihnern gefiihrt hat (Spring ef al. 2000, Baurhoo et
al. 2007, Vancraeynest et al. 2007, Baurhoo et al. 2009, Kim et al. 2011, Muthusamy et al.
2011, Gajewska et al. 2012, Shao et al. 2013). Dabei hat das Herstellungsverfahren der
verschiedenen Hefeprodukte im Gegensatz zum Hefestamm einen Einfluss auf deren
Bindungskapazitit (Ganner et al. 2013) und kann diese kontriren Ergebnisse moglicherweise
erklaren. Es wird vermutet, dass Hefezellwandbestandteile bei Bakterien, die Mannose-
spezifische Typ I Fimbrien exprimieren, als Rezeptoranalogon fungieren und so die Adhdsion
der Bakterien an der Schleimhautoberflidche reduzieren. Zudem sind die von den Becherzellen
produzierten Muzine als Glycoproteine ebenfalls in der Lage, mit ihren Zuckerstrukturen
kompetitiv Bakterien zu binden. Aufgrund der Tatsache, dass keine histologische Analyse der
Becherzellmorphologie oder der Muzine im Gastrointestinaltrakt durchgefiihrt worden ist,
konnen die Resultate aus anderen Fiitterungsversuchen, in denen der Einsatz von
Hefezellwandbestandteilen zu einer Verdnderung der Becherzellgrofe- oder dichte gefiihrt
hat, nicht liberpriift werden (Baurhoo et al. 2009, Briimmer et a/. 2010, Munyaka et al. 2012,
Reisinger et al. 2012).

Nach derzeitigem Kenntnisstand fehlen bisher ausreichende Ergebnisse zu Effekten von
Hefezellwandbestandteilen auf die Zusammensetzung und Aktivitit der Mikrobiota im Kropf
von Masthiihnern. Um weitere Einblicke zu den Effekten des Hefezellwandproduktes auf die

Zusammensetzung der intestinalen Mikrobiota zu erhalten, konnten in Folgeversuchen
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weitere Bakterien wie die Clostridien analysiert werden, die als strikte Anaerobier sowohl den
Kropf als auch den hinteren Gastrointestinaltrakt besiedeln (Rehman et al. 2007, Goodarzi
Boroojeni et al. 2014). Zudem konnte eine Quantifizierung verschiedener Bakterien im
Bereich der Mukosa dazu verhelfen, umfangreichere Erkenntnisse zu den Effekten des

Hefezellwandproduktes an der Darmschleimhaut zu erlangen.

5.2.5 Einfluss des Hefezellwandproduktes auf die immunologischen Parameter

Die Effekte des Hefezellwandproduktes auf das angeborene sowie erworbene Immunsystem
wurden anhand von verschiedenen Parametern evaluiert. Die vorliegende Studie hat dabei
nicht die Charakterisierung der genauen Wirkmechanismen der Immunmodulation durch das
Hefezellwandprodukt untersucht. Ziel war, die Auswirkungen des Hefezellwandproduktes auf
mehreren Ebenen des Immunsystems deskriptiv zu ermitteln. Es besteht die Annahme, dass
der nutritive Zusatz von Hefezellwandbestandteilen, die als nicht pathogene Antigene
fungieren, durch das darmassoziierte Immunsystem erkannt werden und nachfolgend eine
systemische Immunantwort in Gang setzen konnen (Ferket et al. 2002, Kogan und Kocher
2007). In einer Studie konnte ein spezifischer B-Glucanrezeptor auf der Oberfliche von
avidren Immunzellen im Blut charakterisiert werden (Nerren und Kogut 2009). Diese und
weiter erforderliche Erkenntnisse konnten es zukiinftig ermoglichen,
Hefezellwandbestandteile gezielter bei der didtetischen Immunmodulation in avidren Spezies
einzusetzen. In diesem Zusammenhang gilt es ebenfalls, die verschiedenen

Hefezellwandpriparate detaillierter zu analysieren.

Zur Beurteilung des darmassoziierten Immunsystems wurde der Gehalt von IgA in der
Duodenumdigesta mittels ELISA ermittelt. Es konnten weder eine Dosis-Wirkungsbeziehung
noch Unterschiede zwischen den fiinf Versuchsgruppen durch den Einsatz des
Hefezellwandproduktes ermittelt und somit vorherige Studienergebnisse aus anderen
Veroffentlichungen nicht bestétigt werden (Zhang ef al. 2008, Goémez Verduzco et al. 2009a,
Shao et al. 2013). Dabei muss beriicksichtigt werden, dass die Analyse von intestinalem IgA
nur einen Teil des lokalen Immunsystems abbildet und somit weitere Untersuchungen
notwendig sind, um zu {iberpriifen, ob Hefezellwdnde in der Lage sind, das lokale

darmassoziierte Immunsystem zu aktivieren.

Des Weiteren wurden die Antikorpertiter gegen das NDV vor sowie sieben und 13 Tage nach
der oralen Impfung gegen die Newcastle-Krankheit ermittelt. Der Wasserentzug zwei Stunden
vor der Impfung sollte eine gleichmédfBige Aufnahme des Impfstoffes iiber die Trinken
gewdhrleisten. Trotzdem konnte bei zwei Tieren kein Impferfolg iiber die drei
Analysenzeitpunkte festgestellt werden, sodass die Tiere bei der Auswertung nicht

beriicksichtigt wurden. Diese Tiere gehorten nicht zu jenen Tieren, denen Blut fiir die
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Analyse der Phagozytoseaktivitidt sowie die Blutbildanalyse entnommen wurde und hatten
daher keinen Einfluss auf die Bewertung dieser beiden Parameter. 13 Tage nach der Impfung
konnte bei allen beprobten Tieren ein gruppenunabhingiger erhohter Impftiter gegen das
NDV festgestellt werden, was auf einen Impferfolg der Herde in beiden Mastdurchgéngen
hinweist. Gruppenspezifische Unterschiede zeigten sich am 21. Lebenstag in einem
tendenziellen linearen Zusammenhang bei der Analyse der AntikOrpertiter gegen die
Newcastle-Krankheit zugunsten der Kontrollgruppe (p=0,068). Dies ldsst sich
wahrscheinlich aufgrund der Tatsache erklédren, dass bei drei von 16 beprobten Tieren aus der
Kontrollgruppe hohe Antikorpertiter nachweisbar waren und sich dies in einer Tendenz bei
der statistischen Auswertung widergespiegelt hat. Moglicherweise waren bei diesen Tieren
maternale Antikorper im Blut vorhanden. Das Vorkommen von Feldantikérpern erscheint
aufgrund von fehlenden klinischen Symptomen als unwahrscheinlich, wenngleich dies durch
weitere Analysen unterschieden und verifiziert werden miisste. Eine stimulierte
Antikorperantwort gegen diesen viralen Erreger war in der vorliegenden Studie durch den
Einsatz des Hefezellwandproduktes weder vor noch nach der Vakzinierung der Masthiihner
nachzuweisen. Dieses steht im Kontrast zu Ergebnissen aus anderen Fiitterungsstudien (An et
al. 2008, Gémez Verduzco et al. 2009a, Gomez Verduzco et al. 2009b, Oliveira et al. 2009,
Awaad et al. 2011, Mogadam und Azizpour 2011, Muthusamy et al. 2011, Ghosh et al. 2012,
Li et al. 2012, Mehdi und Hasan 2012, Sadeghi ef al. 2012). Allerdings war in weiteren
Fiitterungsversuchen ebenfalls kein gesicherter Effekt auf die Antikorpertiter gegen das NDV
darzustellen (Shafey ef al. 2001, Santin et al. 2003, Morales-Lopez et al. 2009, Silva et al.
2009, Elrayeh und Yildiz 2012, Houshmand et al. 2012, Sadeghi et al. 2013, Shahir et al.
2014). Moglicherweise spielen in den Studien neben anderen Faktoren (5.2.1) besonders das
unterschiedliche Alter und die Herkunft der Tiere eine wichtige Rolle bei der
Antikorperproduktion. Zudem trat ein positiver Effekt auf die Antikorpertiter gegen das NDV
oftmals bei Tieren unter Belastung auf (Awaad ef al. 2011, Mogadam und Azizpour 2011, Li
et al. 2012, Sadeghi et al. 2012) und bestitigt die Aussage, dass Futteradditive bei Belastung

eine starkere Wirkung auf die Tiere ausiiben konnen (Wenk 2005).

Ein erhohtes relatives Organgewicht der Milz, Bursa Fabricii oder dem Thymus kann einen
Hinweis auf eine vermehrte Aktivitit dieser Immunorgane liefern. Bei der Ermittlung der
relativen Immunorgangewichte konnte jedoch kein Gruppenunterschied oder eine Dosis-
Wirkungsbeziehung festgestellt werden, was mit den meisten Fiitterungsstudien bei
Masthithnern und dem nutritiven Einsatz von Hefezellwandpréiparaten einhergeht (An et al.
2008, Mohamed et al. 2008, Cox et al. 2010a, Abdel-Raheem und Abd-Allah 2011,
Houshmand et al. 2012, Munyaka et al. 2012, Yitbarek et al. 2012, Sadeghi et al. 2013).

Wenngleich ein makroskopischer Effekt ausgeblieben ist, konnten histologische Analysen der
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Gewebe sowie Genexpressionsanalysen die Effekte von Hefezellwandpriaparaten auf die

Immunorgane ndher beleuchten (Zhang et al. 2012).

Die Quantifizierung der Zellgehalte sowie die Analyse der Phagozytoseaktivitit von
Monozyten im Vollblut erfolgten mittels Durchflusszytometrie. Die Phagozytoseaktivitit der
Monozyten konnte am 21. Lebenstag aufgrund von technischen Fehlern nicht ausgewertet
werden. Demzufolge ist es nicht moglich, die erwartete Steigerung der Phagozytoseaktivitit
der Abwehrzellen im Vollblut nach der Impfung gegen das NDV zu bewerten. Bei einem
Vergleich mit anderen Studien, in denen der Einfluss von Hefezellwandbestandteilen auf die
Phagozytoseaktivitdit der Immunzellen im Vollblut von Hiihnern getestet wurde, muss
beriicksichtigt werden, dass unterschiedliche Analyseverfahren angewendet worden sind
(Awaad et al. 2011, Matur et al. 2011). Zudem erschweren die Besonderheiten des
Hiihnerblutes die Analyse von Zellgehalten und der Phagozytoseaktivitit im Blut. Der Einsatz
des Hefezellwandproduktes hatte in der vorliegenden Studie weder auf die Monozyten- und
Heterophilenzellzahlen noch auf die Phagozytoseaktivitit der Monozyten im Blut der
Masthiihner einen Einfluss. Die Heterophilen und Monozyten sind ein Teil des angeborenen
avidren Immunsystems und besitzen phagozytierende Eigenschaften (Davison et al. 2008).
Die hier erzielten Ergebnisse lassen darauf schlielen, dass eine systemische Modulation des
angeborenen Immunsystems durch das Hefezellwandprodukt nicht stattgefunden hat. Dieses
steht im Kontrast zu einer Studie, wo der Einsatz von 0,20 % eines Hefezellwandpréparates
zu einer Erh6hung der Phagozytoseaktivitdt der Makrophagen im Blut von Masthiihnern in
der dritten und fiinften Lebenswoche gefiihrt hat (Awaad ef al. 2011). Demgegeniiber
bestitigen weitere Studien das Ausbleiben eines Effektes auf die Blutzellgehalte durch den
Einsatz von verschiedenen Hefeprodukten bei Hithnern (Bolu ef al. 2009a, Bolu et al. 2009b,
Bolu et al. 2012, Reisinger et al. 2012, Shahir et al. 2014).

Die Lymphozyten-, T- und B-Zellzahlen waren hingegen in der gegenwirtigen
Fiitterungsstudie an allen drei Zeitpunkten der Blutentnahme numerisch erhdht. Es ergaben
sich erhohte Lymphozyten- (p = 0,037) sowie T- und B-Zellzahlen (p = 0,084 und p = 0,066)
am 34. Lebenstag durch den Finsatz des Hefezellwandproduktes. Die polynomiale
Kontrastanalyse wies am 34. Lebenstag einen quadratischen Bezug zugunsten der
supplementierten Versuchsgruppen bei den Lymphozyten (p =0,036) sowie den T- und B-
Zellen (p = 0,082 und p = 0,012) auf, der sich bereits am 28. Lebenstag tendenziell bei den B-
Zellen abzeichnete (p =0,072). Diese Ergebnisse deuten auf eine konzentrationsabhéngige
Modulation des adaptiven Immunsystems durch den Einsatz des Hefezellwandproduktes hin.
Erhohte Lymphozytenzellzahlen konnten auch in anderen Fiitterungsversuchen durch den
Einsatz von 0,05 % oder 0,10 % von zwei verschiedenen Hefezellwandpridparaten beim
Broiler beobachtet werden (Basmacioglu et al. 2005, Gémez Verduzco et al. 2009b). Die
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erhohte Anzahl der B-Zellen im Vollblut der Masthiihner, die sich bei Antigenexposition zu
antikorperproduzierenden Plasmazellen entwickeln konnen, fiihrte in der vorliegenden Studie
jedoch nicht zu erhohten Antikorpertitern gegen das NDV. Grundsétzlich sollte beriicksichtigt
werden, dass die hohe Streuung der Ergebnisse der Blutparameter aufgrund von
tierindividuellen Unterschieden und &uBleren Faktoren einen Einfluss auf die Resultate

nehmen kann.

5.3  Schlussfolgerung und Ausblick

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie weisen darauf hin, dass der Einsatz des
Hefezellwandproduktes zu einer Beeinflussung der zootechnischen Parameter, der
Zusammensetzung und Aktivitdt der intestinalen Mikrobiota, des pH-Wertes in der Digesta,
des erworbenen Immunsystems sowie der scheinbaren ilealen Proteinverdaulichkeit der
Broiler gefiihrt hat. Dabei konnten in Bezug auf die zootechnischen Parameter, die
Lymphozytenzellzahlen im Vollblut, die Anzahl der Laktobazillen sowie die Milch- und
Essigsdure in der Kropf- und Ileumdigesta, den pH-Wert in der Kropfdigesta und die
scheinbare ileale Proteinverdaulichkeit Dosis-Wirkungsbeziehungen anhand einer
polynomialen Kontrastanalyse ermittelt werden. Hinsichtlich der Lebendmasseentwicklung
erscheint die Zugabe von 0,30 % des Hefezellwandproduktes in den ersten drei
Lebenswochen als eine addquate Dosierung, um positive Effekte auf die zootechnischen
Parameter der Tiere auszuiiben. Die Verdnderung der Zusammensetzung und Aktivitdt der
intestinalen Mikrobiota und die Modulation des erworbenen Immunsystems in der Endphase
der Mastperiode spiegelten sich nicht positiv auf die Leistungsparameter der Tiere wider,
konnen aber Hinweise auf eine verbesserte Darmintegritdt sowie Immunreaktion der Tiere
liefern. Dies konnte in Bezug auf die von der Politik und Offentlichkeit geforderte Reduktion

des Antibiotikaeinsatzes in der Gefliigelwirtschaft von Interesse sein.

Weitergehende Analysen der Mikrobiota konnten umfassendere Informationen {iber den
Effekt des Hefezellwandproduktes auf die Zusammensetzung der intestinalen Mikrobiota
liefern. Probenentnahmen wéhrend der Mastperiode konnten zudem Aufschluss iiber den
Effekt des Hefezellwandproduktes auf die intestinale Mikrobiota und das Immunsystem in der
ersten Lebensphase der Tiere geben. Weiterhin wire es wiinschenswert, den genauen
Wirkmechanismus des Hefezellwandproduktes auf das Immunsystem der Tiere zu ermitteln,
um das Hefezellwandprodukt gezielt bei Masthiihnern einzusetzen. Ein Folgeversuch kdnnte
zudem Aufschluss dariiber geben, ob das hier eingesetzte Hefezellwandprodukt bei Tieren
unter Infektionsdruck einen deutlicheren Effekt auf die hier erhobenen Parameter aufzeigen
wiirde. Die Resultate dieser Studie kdnnen nicht auf andere Hefezellwandpriparate bezogen
werden, da sich die Produkte hinsichtlich ihres Herstellungsverfahrens und ihren prozentualen

Gehalten an MOS und B-Glucanen und somit auch in ihrer Wirkungsweise unterscheiden
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konnen (Ganner et al. 2013). Bisher fehlt eine standardisierte Methode, um die Gehalte von
(1-3), (1—6)-B-D-Glucanen und a-(1—6)-Mannoselementen im Endfutter zu analysieren,

die eine Vergleichbarkeit der verschiedenen Studien erleichtern wiirde.
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6 Zusammenfassung

Vodde, Heike:
Einfluss eines Hefezellwandproduktes auf die zootechnische Leistung sowie
verdauungsphysiologische, mikrobiologische und immunologische Parameter bei
Masthiihnern

Untersuchungen zufolge kann der nutritive Einsatz von Hefezellwidnden die zootechnische
Leistung, die intestinale Mikrobiota sowie die Immunantwort von landwirtschaftlichen
Nutztieren positiv beeinflussen. Die Ergebnisse der verschiedenen Fiitterungsstudien sind
jedoch uneinheitlich. Dabei liegen Unterschiede in der Herkunft der Hefen, dem
Herstellungsprozess und den Gehalten an B-Glucanen und MOS in den verschiedenen

Hefezellwandpréparaten vor.

Im Rahmen dieser Studie sollte untersucht werden, ob ein Hefezellwandprodukt
konzentrationsabhingige Effekte auf die zootechnische Leistung, die Zusammensetzung und
Aktivitit der intestinalen Mikrobiota, das Immunsystem und die Verdauungsphysiologie von
Masthithnern ausiibt. Zu diesem Zweck wurden Eintagskiiken (Cobb Germany Avimex
GmbH) auf zwei konsekutiv folgende Mastdurchginge aufgeteilt und wéhrend sowie am
Ende der 35-tdgigen Mastperiode Proben fiir immunologische, mikrobiologische und
verdauungsphysiologische Analysen bei den Tieren entnommen. Alle Tiere erhielten als
Basisdidt ein Starter- (d 1-14) sowie ein Mast-/Endmastfutter (d 15-35) auf
Sojaextraktionsschrot-, Mais- und Weizenbasis. Vier Versuchsgruppen wurde das Produkt
Immunowall® in aufsteigenden Konzentrationen (0,05 %, 0,10 %, 0,20 % und 0,30 %) iiber
die gesamte Mastperiode zugesetzt. Eine flinfte Versuchsgruppe fungierte als Kontrollgruppe.
Dabei wurden im Mittel 17 Tiere in einer Versuchseinheit gehalten, denen Futter und Wasser
ad libitum zur Verfiigung standen.

Die zootechnischen Leistungsparameter wurden wdchentlich erhoben. Am 21. Lebenstag
wurden die Tiere oral gegen das NDV vakziniert und den Masthiihnern vor sowie sieben und
13 Tage nach der Impfung Blut fiir die Ermittlung der Antikorpertiter gegen das NDV, der
Phagozytoseaktivitit der Monozyten sowie der Zellgehalte entnommen. Im Alter von 35
Tagen wurden Digestaproben aus dem Kropf, Ileum und den Caeca fiir die Quantifizierung
der Laktobazillen, Bifidobakterien, Enterobakterien und Escherichia/Hafnia/Shigella spp.
entnommen. Zusétzlich wurden diese Proben fiir die pH-Wert-Messungen und die
Bestimmung der bakteriellen Metaboliten verwendet. Die Messung von intestinalem IgA
erfolgte in Digestaproben aus dem Duodenum. Dariiber hinaus wurden der Thymus, die Milz

und Bursa Fabricii vorsichtig aus dem TierkOrper exenteriert, gewogen und im Anschluss die
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relativen Organgewichte ermittelt. Um den Einfluss des Hefezellwandproduktes auf die
verdauungsphysiologischen Parameter zu ermitteln, wurde am 36. Lebenstag Digesta aus dem
Ileum fiir die Ermittlung der scheinbaren praecaecalen Verdaulichkeit von Protein, Fett und
Starke sowie der prozentualen Trockensubstanzgehalte der wurspriinglichen Substanz
entnommen. Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte anhand einer einfaktoriellen
Varianzanalyse oder dem Kruskal-Wallis-Test sowie einer polynomialen Kontrastanalyse als
Trendtest.

Die zootechnischen Parameter der Masthiihner wurden durch die Zugabe des
Hefezellwandproduktes beeinflusst. Die Masthithner, denen das Hefezellwandprodukt
zugesetzt wurde, zeigten in der zweiten und dritten Lebenswoche konzentrationsabhéngige
verbesserte Lebendmassen (p =0,029 und p =0,089). Dies spiegelte sich in der dritten
Lebenswoche in einem tendenziell verbesserten Futteraufwand in der quadratischen
Kontrastanalyse wider (p =0,083). In der vierten und fiinften Lebenswoche zeigten sich
hingegen kompensatorisch hohere Lebendmassezunahmen sowie ein  glinstigerer
Futteraufwand in der fiinften Lebenswoche zugunsten der Kontrollgruppe und der
Versuchsgruppe, denen 0,05 % des Hefezellwandproduktes hinzugefiittert wurde. Dariiber
hinaus war die mittlere Futteraufnahme in den ersten sieben Tagen in der Versuchsgruppe mit
dem Zusatz von 0,30 % des Hefezellwandproduktes erhoht (p = 0,002) und der Futteraufwand
ungiinstiger (p = 0,081). Uber die gesamte Mastperiode konnten keine Gruppenunterschiede
bei den zootechnischen Parametern ermittelt werden. Bei der Quantifizierung der
verschiedenen intestinalen Bakterienspezies konnten lediglich bei den Laktobazillen im Ileum
Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen beobachtet werden (p = 0,027). Dabei ergaben
sich abgesicherte konzentrationsabhéngige Effekte auf die Laktobazillen in der Kropf- sowie
Ileumdigesta zugunsten der Versuchsgruppen, denen das Hefezellwandprodukt zugegeben
wurde. Ahnliche Effekte konnten auch bei der Milch- und Essigsdure in der Kropf- und
Ileumdigesta ermittelt werden, wenngleich die Effekte sich dort nicht absichern lieBen.
Entgegengesetzte konzentrationsabhingige Effekte wurden bei den pH-Wert-Messungen in
der Kropfdigesta ermittelt. Die Ammoniumkonzentration in der Kropf- Ileum- und
Caecadigesta wurde nicht beeinflusst. Die Propionsdurekonzentration der Versuchsgruppe mit
dem Zusatz von 0,30 % des Hefezellwandproduktes war verglichen zu den Versuchsgruppen,
denen 0,05 % und 0,10 % des Hefezellwandproduktes zugegeben wurde, erniedrigt (p =
0,047). Es konnten keine Gruppenunterschiede oder Dosis-Wirkungsbeziehungen bei den
relativen  Immunorgangewichten, der IgA-Konzentration im  Duodenum, der
Phagozytoseaktivitdt der Monozyten im Blut, dem Antikdrpertiter gegen das NDV sowie der
Quantifizierung der Monozyten und Heterophilen im Vollblut der Tiere festgestellt werden.
Die Lymphozyten-, T- und B-Zellzahlen hingegen waren in dieser Fiitterungsstudie an allen

drei Zeitpunkten der Blutentnahme numerisch erhdht und es ergaben sich teils abgesichert
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sowie tendenziell erhhte Lymphozyten-, T- und B-Zellzahlen am 28. und 34. Lebenstag
durch den Einsatz des Hefezellwandproduktes. Bei der Analyse des prozentualen
Trockensubstanzgehaltes in der urspriinglichen Substanz im Ileum und der scheinbaren
praccaecalen Verdaulichkeit von Fett und Stirke blieben Unterschiede zwischen den
Versuchsgruppen aus. Demgegeniiber konnte ein Trend in der scheinbaren praecaecalen

Proteinverdaulichkeit zugunsten der supplementierten Versuchsgruppen beobachtet werden.

Als Schlussfolgerung zeigt sich, dass die Zugabe des Hefezellwandproduktes zu
konzentrationsabhéngigen Effekten der zootechnischen Leistung, der Zusammensetzung und
Aktivitdt der intestinalen Mikrobiota, des erworbenen Immunsystems und der scheinbaren
praccaccalen Rohproteinverdaulichkeit von gesunden Masthithnern gefiihrt hat. Die
Ergebnisse deuten darauf hin, dass das Hefezellwandprodukt eingesetzt werden konnte, um
die Immunreaktion der Tiere zu verbessern, die Zusammensetzung und Aktivitit der
intestinalen Mikrobiota positiv zu beeinflussen und die zootechnische Leistung von gesunden
Masthithnern in den ersten drei Lebenswochen zu verbessern. Es bleibt aber abzuklédren,
inwieweit das Hefezellwandprodukt bei Masthiihnern unter ungiinstigen hygienischen
Bedingungen sinnvoll eingesetzt werden kann, um die Gesundheit und Leistung der Tiere zu

verbessern.
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7 Summary

Vodde, Heike:
Influence of a yeast cell wall product on the performance parameters, digestibility,

microbiology and immunology of broiler chickens

According to different studies, yeast cell walls can positively influence the performance
parameters, the intestinal microbiota and immune reaction of animals. However, the results of
the different studies are inconstant. Differences seem to be dependent on origin of the yeast
sources, production processes and amounts of -glucans and MOS in the different yeast cell

wall preparations.

This study was conducted to investigate whether a yeast cell wall product can carry out dose-
dependent effects on animal performance, the composition and activity of the intestinal
microbiota, the immune system and the nutrient digestibility in broiler chickens. For that
purpose one day-old male broiler chickens (Cobb Germany Avimex GmbH) were divided into
two consecutive trial runs and samples were taken during as well as at the end of the 35-day-
lasting fattening period for immunological, microbiological and digestibility analysis. All
animals received as diet a starter (d 1 - 14) and grower mixture (d 15 - 35) based on soybean
meal, maize and wheat. Four experimental groups were fed the product Immunowall® in
rising concentrations (0.05 %, 0.10 %, 0.20 % and 0.30 %) over the whole fattening period,
while the fifth experimental group served as control. Seventeen broiler chickens per floor pen

each representing a single experimental unit. The animals received water and feed ad libitum.

The performance parameters were recorded weekly. On day 21 the animals were orally
vaccinated against NDV and blood samples were taken directly before as well as seven and
13 days after the vaccination for the quantification of the antibody titer against NDV, the
determination of the phagocytic acitivity of the monocytes and complete blood counts. At the
end of each trial run one broiler chicken from each experimental unit was slaughtered. To
quantificate the lactobacilli, bifidobacteria, enterobacteria and Escherichia/Hafnia/Shigella
spp. digesta samples were taken from the crop, ileum and caeca. These samples were also
used for the measurement of the pH-value and the determination of the bacterial metabolites.
Digesta from the duodenum were collected to measure the intestinal IgA concentration.
Thymus, spleen and bursa fabricii were removed and weighed to determine the relative organ
weights. In order to examine the effect of the yeast cell wall product on the nutrient
digestibility, five animals of each experimental unit were randomly selected, slaughtered and
samples of the ileum were collected to determine the dry matter content and the apparent ileal

digestibility of protein, fat and starch on day 36. All collected data were analyzed by using a
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one-factorial analysis of variance or a Kruskal-wallis-test as well as a polynomial contrast

analysis.

The yeast cell wall product had an impact on the performance parameters. Chicken fed the
yeast cell wall product showed dose-dependent effects on the body weight in the second and
third week of age (p =0.029 and p = 0.089). This was reflected in a better feed conversion
ratio in the third week of age (p = 0.083). In the last two weeks of the fattening period the
chickens of the control and the experimental group, which were fed 0.05 % of the yeast cell
wall product showed a higher body weight gain in the analysis of variance and contrast
analysis and tended to have a better feed conversion ratio in the linear contrast analysis in the
last week. The feed intake in the first seven days of age was higher (p = 0.002) and the feed
conversion ratio tended to be lower (p =0.081) in the experimental group, which received
0.30 % of the yeast cell wall product. Over the whole fattening period there were no
differences regarding the performance parameters between the five experimental groups.
Concerning the quantification of the different bacteria species, only the concentration of the
lactobacilli was different between the experimental groups (p =0.027). A positive dose-
dependent effect was detected for the lactobacilli in the digesta of the crop and ileum in the
experimental groups with the yeast cell wall supplementation. Similar trends were observed
regarding the lactate and acetic acid concentration in the digesta of the crop and ileum.
Inverse dose-dependent effects were noticed in the pH-value of the crop digesta. The
ammonia concentration in the crop, ileum and caeca were not affected by the addition of the
yeast cell wall product. The concentration of propionic acid was reduced in the experimental
group, which received 0.30 % of the yeast cell wall product in contrast to the groups with the
addition of 0.05 % and 0.10 % of the yeast cell wall product (p = 0.047). The relative immune
organ weights, the intestinal IgA concentration, the phagocytic acitivity of the monocytes, the
antibody titer against NDV as well as the concentrations of the monocytes and heterophils in
the blood of the broiler chickens were not affected by the addition of the yeast cell wall
product, whereas the concentrations of the lymphoyctes in the blood were numerically higher
at all three collection time points. Furthermore, the lymphocytes and the T- and B-
lymphocytes were partly tendentially and significantly higher on day 28 and 34 in the
experimental groups with the addition of the yeast cell wall product. Neither the dry matter
content of the ileum digesta nor the apparent ileal digestibility of fat and starch were affected
by the yeast cell wall product. In contrast, the apparent ileal digestibility of protein tended to
be higher in the supplemented groups.

To conclude, the results illustrate that the addition of the yeast cell wall product had a dose-

dependent impact on the performance parameters, the composition and acitivity of the

intestinal microbiota, the adaptive immune system and the apparent ileal digestibility of
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protein in healthy broiler chickens. The results indicate that the yeast cell wall product could
be used to improve the immune response, the composition and activity of the intestinal
microbiota and the performance parameters in the first three weeks of age of the chickens. It
should be clarified, how far the addition of the yeast cell wall product can be used in broiler
chickens under less favourable housing conditions in order to improve the health and

performance of the animals.
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9 Anhang

Tabelle 28: Gerite und Chemikalien fiir die Futteruntersuchung

Bezeichnung

Ort, Staat

Ameisensiure (85 %), rein

Aminoséurenanalysator:
Biochrom 20 plus

Ammoniumheptamolybdat-Tetrahydrat

> 99 % p.a. krist.
Ammoniummonovanadat

Analysewaage Typ Genius

ASpect CS Software

Atomabsorptionsspektrometer: vario 6
Biochrom 20 plus Software
Citronensidure-Monohydrat

> 99,5 % p.a. ACS

Dimethylsulfoxid Rotipuran®

> 99,8 % p.a. ACS

Exsikkator Typ Novus NS 24/29

EZChrom Software, Version 6.8

F57 Filter Bags

Heraeus® Trockenschrank T5042

L-Glutaminsiure

Makro-Elementaranalysator:

vario max CN

Muffelofen Heraeus® Thermicon® P

Natriumhydroxid > 99 %
Petroleumbenzin, reinst

Photometer: Ultrospec 2100 pro

Rohfaser-Analysator:

Ankom2000 Fibre Analyser

Salpetersédure (65 %)
Salzsdure (37-38 %)
Schwefelsdure (95-97 %)

Sodium Loading Buffer pH 2.20

Sodium Oxide Buffer 1-4

SWIFT II Applications Software
tri-Natriumcitrat-Dihydrat

>99 % p.a. ACS

Ultra Ninhydrin Reagent Kit
Wasserstoffperoxid Pedrogen® (30 %)

XT4 Filter Bags

Zentrifugalmiihle, ZM 100

Carl Roth GmbH & Co0.KG
Amersham Pharmacia Biotech

Carl Roth GmbH&Co0.KG

Merck KGaA

Sartorius AG

Analytik Jena AG

Analytik Jena AG
Biochrom Ltd

Carl Roth GmbH & Co.KG

Carl Roth GmbH & Co.KG
Duran Produktions GmbH & Co.

Scientific Software, Inc.

Ankom Technology

Heraeus Holding GmbH

Merck Millipore

Elementar Analysesysteme GmbH

Thermo Fisher Scientific

Carl Roth GmbH & Co.KG
Merck KGaA

Amersham Pharmacia Biotech
Ankom Technology

Merck KGaA

Biochrom Ltd
Biochrom Ltd
GE Healthcare
Carl Roth GmbH & Co.KG

Biochrom Ltd

Sigma Aldrich Chemie GmbH
Ankom Technology

Retsch GmbH

Karlsruhe, Deutschland
Piscataway, USA

Karlsruhe, Deutschland

Darmstadt, Deutschland
Gottingen, Deutschland
Jena, Deutschland

Jena, Deutschland
Cambridge, UK
Karlsruhe, Deutschland

Karlsruhe, Deutschland
Mainz, Deutschland

Pleasanton, USA
Macedon, USA

Hanau, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Hanau, Deutschland

Waltham, MA, USA
Karlsruhe, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Piscataway, USA
Macedon, USA

Darmstadt, Deutschland
Griesheim, Deutschland
Griesheim, Deutschland
Cambridge, UK
Cambridge, UK
Buckinghamshire, UK
Karlsruhe, Deutschland

Cambridge, UK
Steinheim, Deutschland
Macedon, USA

Haan, Deutschland
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Tabelle 29: Gerite und Chemikalien fiir die Bestimmung der scheinbaren ilealen
Verdaulichkeit, des pH-Wertes und prozentualen Trockensubstanzgehaltes

Bezeichnung Hersteller Ort, Staat

Analysewaage Typ Genius Sartorius AG Gottingen, Deutschland
Glasaufschlussrohrchen SCP Science Courtaboeuf, Frankreich
Greiner Rohrchen 15 ml Greiner Bio One Frickenhausen, Deutschland
Greiner Rohrchen 50 ml Greiner Bio One Frickenhausen, Deutschland
Heizblock: SCP Science DigiPREP HT S-prep GmbH Uberlingen, Deutschland
InLab®410 pH-Kombinationselektrode Mettler Toledo GmbH GieBen, Deutschland
Kjeldahl Tabletten 3,5g /Tablette AppliChem GmbH Darmstadt, Deutschland
Messkolben 50 ml EM Techcolor Eberstadt, Deutschland
Photometer: Ultrospec 2100 pro Amersham Pharmacia Biotech Piscataway, USA
pH-Pufferlosung pH 4 Mettler Toledo GmbH GieBen, Deutschland
pH-Pufferlosung pH 7 Mettler Toledo GmbH GieBen, Deutschland
Rotilabo” Rundfilter Typ 15 A Carl Roth GmbH & Co.KG Karlsruhe, Deutschland
Schwefelsdure (95-97 %) J.T. Baker Griesheim, Deutschland
SWIFT II Applications Software GE Healthcare Buckinghamshire, UK
Vakuum-Gefriertrockner: Christ GmbH Osterode, Deutschland

Alpha 1-4 LSC
Wasserstoffperoxid Pedrogen® (30 %) Sigma Aldrich Chemie GmbH Steinheim, Deutschland
Zentrifugalmiihle, Zm 100 Retsch GmbH Haan, Deutschland
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Tabelle 30: Gerite und Chemikalien fiir Bestimmung von D- und L-Laktat

Bezeichnung Hersteller Ort, Staat

Analysewaage Typ Genius Sartorius AG Gottingen, Deutschland

Cellulose-Acetat- VWR International GmbH Darmstadt, Deutschland

Spritzenvorsatzfilter 0,45 pum

Chromeleon® Software version 6.80 Dionex Corporation Sunnyvale, USA

Heraeus Fresco 21 Microcentrifuge Thermo Fisher Scientific Waltham, MA, USA

HPLC Agilent 1100 Agilent Technologies Deutschland ~ Waldbronn, Deutschland
GmbH & Co. KG

Kaliumhexycyanoferrat-II-Tihydrat Carl Roth GmbH & Co.KG Karlsruhe, Deutschland

>99 %, p.a., ACS

Kupfer-II-Sulfat (wasserfrei) Merck, KGaA Darmstadt, Deutschland

Phenomex C18 4.0 Lmm x 2,0 ID  Phenomenex Torrance CA, USA

mm (Vorséule)

Phenomex Chirex 3126 Phenomenex Torrance CA, USA

(D)-penicillamine 150 x 4,6 mm

(Hauptsaule)

Probengefille Screw cap vials Agilent Technologies Deutschland ~ Waldbronn, Deutschland

(Part No. 5182-0714) GmbH & Co. KG

Riittler: VV 3 VWR International GmbH Darmstadt, Deutschland

Safe-Lock Tube 2 ml Eppendorf AG Hamburg, Deutschland

Vortexmischer: Heidolph Instruments GmbH & Co. Schwabach, Deutschland

Heidolph Reax top KG

Zinkchlorid Technipur Merck, KGaA Darmstadt, Deutschland

121



Anhang

Tabelle 31: Gerite und Chemikalien fiir die Bestimmung der kurzkettigen Fettsduren

Bezeichnung Hersteller Ort, Staat
Gaschromatograph Agilent Technologies Deutschland Waldbronn, Deutschland
Modell 6890N GmbH & Co. KG

Glasliner Agilent 5183-2037

Heidolph Reax top
HP Chem Station Software

n-Hexan Rotisolv® HPLC
Oxalséure > 99 % (R.T.)
Probengefdfle Screw cap vials
(Part No. 5182-0714)

Riittler: VV 3

Safe-Lock Tube 2 ml

Sdule HP-INNOWAX
19095N-123

Septen Agilent 5183-2037

Volatile Acid Standard Mix
46975-U
Vortex Genie 2

Zentrifuge: Centrifuge 5415 C

Agilent Technologies Deutschland
GmbH & Co. KG

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG
Agilent Technologies Deutschland
GmbH & Co. KG

Carl Roth GmbH & Co.KG

Sigma Aldrich Chemie GmbH
Agilent Technologies Deutschland
GmbH & Co. KG

VWR International GmbH
Eppendorf AG

Agilent Technologies Deutschland
GmbH & Co. KG

Agilent Technologies Deutschland
GmbH & Co. KG

Supelco

Scientific Industries, Inc.
Eppendorf AG

Waldbronn, Deutschland

Schwabach, Deutschland
Waldbronn, Deutschland

Karlsruhe, Deutschland
Steinheim, Deutschland
Waldbronn, Deutschland

Darmstadt, Deutschland
Hamburg, Deutschland
Waldbronn, Deutschland

Waldbronn, Deutschland
Bellefonte, USA

New York, USA
Hamburg, Deutschland

Tabelle 32: Gerite und Chemikalien fiir die Bestimmung von Ammonium

Bezeichnung Hersteller Ort, Staat
Ammoniumchlorid 99,995 Suprapur® Merck KGaA Darmstadt, Deutschland
InLab”410 pH-Kombinationselektrode Mettler Toledo GmbH Gielen, Deutschland
Mikrotiterplatten, U-Form Anicrin S.R.L. Scorze, Italien
Mikrotiterplatten-Photometer: Tecan Deutschland GmbH Crailsheim, Deutschland
TECAN Sunrise

MOPS Pufferan® (3-(N-Morpholino)- Carl Roth GmbH & Co.KG Karlsruhe, Deutschland

propansulfonsédure) > 98 %
Na-Hypochlorit 0,2 % Alkaline
Hypochlorite solution
Phenol-nitroprussid-solution
pH-Pufferlosung pH 4
pH-Pufferlésung pH 7
Safe-Lock Tube 2 ml
XFluor™

Sigma Aldrich Chemie GmbH

Sigma Aldrich Chemie GmbH
Mettler Toledo GmbH
Mettler Toledo GmbH
Eppendorf AG

Tecan Deutschland GmbH

Steinheim, Deutschland

Steinheim, Deutschland
Giel3en, Deutschland
Giellen, Deutschland
Hamburg, Deutschland
Crailsheim, Deutschland
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Tabelle 33: Gerite und Chemikalien fiir die DNA-Extraktion, Bestimmung der DNA-

Konzentration und qPCR
Bezeichnung Hersteller Ort, Staat
AccuBlock™ Digital Dry Bath Labnet International Inc. Edison, USA

Brilliant II SYBR® Green Low ROX

QPCR Master Mix

Deoxyribonucleic acid from calf thymus

Type XV
EDTA > 99,5 %, p.a., ACS

Ethanol ROTIPURAN® > 99,8 %, p.a.

Heidolph Multi Reax

Hoechst 33258

Light Protection Reaction Tubes, 1,5 ml

MxPro QPCR Software

NanoDrop™ 3300 Fluorospectrometer
Natriumchlorid > 99,5 %, p.a., ACS
ND -3300 V. 2.8.0. Software

PCR Gefdlle Optical tube + cap strips

PCR Primer
Safe-Lock Tube 2 ml

Stratagene Mx3000P QPCR System
Tris PUFFERAN® > 99,9 %, p.a.

Waage Sartorius BP 110 S

Wasser, nuklease-frei, sterilfiltriert

Zentrifuge Eppendorf 5430

Agilent Technologies
Sigma Aldrich

Carl Roth GmbH & Co. KG
Carl Roth GmbH & Co. KG
Heidolph Instruments
GmbH & Co. KG

Sigma Aldrich

Greiner Bio-One GmbH
Agilent Technologies
Thermo Fisher Scientific
Carl Roth GmbH & Co. KG
Nanodrop Technologies
Agilent Technologies
Eurofins MWG Operon
Eppendorf AG

Agilent Technologies

Carl Roth GmbH & Co. KG
Sartorius AG

Carl Roth GmbH & Co. KG
Eppendorf AG

Santa Clara, USA
St. Louis, USA

Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Schwabach, Deutschland

St. Louis, USA
Frickenhausen, Deutschland
Santa Clara, USA
Waltham, USA
Karlsruhe, Deutschland
Wilmington, USA
Santa Clara, USA
Ebersberg, Deutschland
Hamburg, Deutschland
Santa Clara, USA
Karlsruhe, Deutschland
Gottingen, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Hamburg, Deutschland
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Tabelle 34: Verwendete Primer fiir die qPCR

gzlt;l;;:;te Primer f5r lmirge)q e C  ProduktgroBe Zielgen Referenz
Lakto- Lacl-F AGCAGTAGGGAA 04 341 bp 16s tDNA  (Rinttild et al.
bazillen TCTTCCA 2004)
Lac2-R  CACCGCTACACAT
GGAG
Bifido- g-BIFID- TCGCGTCYGGTGT 0,4 243 bp 16s tDNA  (Rinttilé ef al.
bakterien F GAAAG 2004)
g-BIFID- CCACATCCAGCRT
R CCAC
Entero- EntqpCR  GTBTCDCCRCGCA 0,6 435 bp rpoB (entwickelt im
bakterien 3417-F GRC Institut fiir
Tiererndhrung)
EntqgPCR  TGCGYCTGGTRAT
3852-R  CTA
Escherichia/  Entero-F  GTTAATACCTTTG 04 340 bp 16s tDNA (Malinen ef al.
Shigella/ CTCATTGA 2003)
Hafnia spp.
Entero-R  ACCAGGGTATCT
AATCCTGTT
C = Primerkonzentration [LM]
Tabelle 35: Mengenverhiltnisse eines Reaktionsansatzes fiir die gPCR
Reaktionsansatz mit Brilliant Il SYBR® Green Low Menge bei Menge bei
ROX QPCR Master Mix Primerkonzentration  Primerkonzentration
0,4 uM 0,6 uM
Brilliant Il SYBR" Green Low ROX QPCR
MasterMix ! 125 ul 125 ul
Forward Primer (10uM) 1 ul 1,5 pl
Reverse Primer (10uM) 1 ul 1,5 ul
RNase freies Wasser 9,5 ul 8,5 ul
Tabelle 36: Reaktionsbedingungen fiir die gPCR
n Lakto- Bifido- Entero- Escherichia/Shigella/
bazillen bakterien bakterien Hafnia spp.

Aktivierung
Denaturierung
Annealing
Primermolekiile
Elongation der
DNA-Fragmente
Schmelzkurvenanalytik

1 95°C/15 min.

95 °C/15 min.

40 95°C/15sec. 95°C/15 sec.
58 °C/1 min. 58 °C/1 min.
72 °C/1 min. 72 °C/1 min.
1 + +

95 °C/15 min.
95 °C/15 sec.
55 °C/1 min.

72 °C/1 min.

J’_

95 °C/15 min.
95 °C/15 sec.
55 °C/1 min.

72 °C/1 min.

J’_

n = Anzahl der PCR Zyklen
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Tabelle 37: Gerite und Chemikalien fiir die Bestimmung von intestinalem IgA

Bezeichnung

Hersteller

Ort, Staat

3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine (TMB)

Liquid Substrate
Albumin Fraktion V > 98 %, pulv.

Carbonate-Bicarbonate-Puffer
ELISA Platte: Microlon 655092

Heidolph Multi Reax

Heraeus Fresco 21 Microcentrifuge
Laborwaage: Acculab Atilon
Magellan™-Data Analysis Software
Mikrotiterplatten-Photometer:
TECAN Sunrise

PBS Dulbecco w/o Ca++/Mg++
Safe-Lock Tube 2 ml
Schwefelsdure 95 - 98 %
ROTIPURAN®
Tris-gepufferte-Kochsalzldsung
Tween" 20

Sigma Aldrich Chemie GmbH

Carl Roth GmbH & Co.KG
Sigma Aldrich Chemie GmbH
Greiner Bio One

Heidolph Instruments
GmbH & Co. KG

Thermo Fisher Scientific
Sartorius AG

Tecan Deutschland GmbH
Tecan Deutschland GmbH

Biochrom AG Biotechnologie
Eppendorf AG
Carl Roth GmbH & Co.KG

Sigma Aldrich Chemie GmbH
Carl Roth GmbH & Co.KG

Steinheim, Deutschland

Karlsruhe, Deutschland
Steinheim, Deutschland
Frickenhausen,
Deutschland

Schwabach, Deutschland

Waltham, MA, USA
Gottingen, Deutschland
Crailsheim, Deutschland
Crailsheim, Deutschland

Berlin, Deutschland
Hamburg, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland

Steinheim, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland

Tabelle 38: Gerite und Chemikalien fiir die durchflusszytometrische Untersuchung

Bezeichnung

Hersteller

Ort, Staat

Albumin Fraktion V > 98 %, pulv.
BD CellQuest™ Pro software

Biocoll Separation Solution 1,077g/ml

Durchflusszytometer: FACS Calibur®
FACS-Rohrchen

Goat F (ab) 2 Anti-Mouse IgG1-RPE,
Human Adsorbed

Heraeus Megafuge 1.0

Monoclonal Antibody to Chicken

Carl Roth GmbH & Co.KG

Becton Dickinson Bioscience

Biochrom AG

Becton Dickinson Bioscience

Falcon (Becton Dickinson)
Southern Biotech

Thermo Fisher Scientific
Acris Antibodies GmbH

Macrophages + Monocytes Clone KULO1

PBS Dulbecco w/o Cat++/Mg++

S-Monovette”® 1,2 ml Lithium-Heparin

Biochrom AG
SARSTEDT AG & Co

Karlsruhe, Deutschland
San José, USA

Berlin, Deutschland
San José, USA
Franklin Lake, USA
Birmingham, USA

Waltham, MA, USA
Herford, Deutschland

Berlin, Deutschland
Niimbrecht, Deutschland
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